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OZET

Tirkyilmaz, M.A. (2014). Pnémonili Sigir Akcigerlerinden Mycoplasma'larin
Izolasyonu ve 16S rDNA PCR ve DGGE ile Identifikasyonu. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Sigirlarin solunum sistemi infeksiyonlarindan 9 Mycoplasma tiirii izole edilmektedir.
Bunlardan en Onemlileri bulasici sigir ploropnémonisine yol acan Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides SC (MmmSC) ile pnémoni, mastit, artrit ve otite neden olan
Mycoplasma bovis (M. bovis)’tir. Bu tez ¢alismasinda laboratuvara gonderilen pnomoni
lezyonlu 137 sigir akcigeri ve mezbahada kesilen sigirlara ait pnémoni lezyonlu 63
akciger drnegi mikoplazmalar yoniinden bakteriyolojik olarak incelendi. izole edilen
suslarin 16S rDNA PCR/DGGE ile identifikasyonlar1 yapildi ve ayrica M. bovis spesifik
PCR ile incelendi. Laboratuvara gonderilen 137 akcigerin 100 (%72,99)’iinden ve
mezbahadan toplanan 63 akcigerin 6 (%9,52)’sindan Mycoplasma/Acholeplasma izole
edildi. PCR/DGGE ile 100 adet M. bovis, 1 adet M. arginini, 1 adet Acholeplasma
laidlawii ve karisik kiiltiir halinde 4 adet M. bovis + M. arginini identifiye edilirken,
MmmSC saptanmadi. PCR/DGGE sonuglar ile tamamen uyumlu sekilde, M. bovis
spesifik PCR ile de toplam 106 izolatin 104 (%98,11) ’tiinde M. bovis saptandi. Bu
calisma ile ilkemiz sigir popiilasyonunda M. bovis’ in yaygin oldugu ve sigir
pnomonilerinde g6z Oniinde bulundurulmas: gereken o©Onemli bir etken ortaya
konulmustur. Ayrica 106 izolatin tamaminin identifikasyonu PCR/DGGE ile basarili bir
sekilde gerceklestirilmig, teknigin M. bovis identifikasyonunda spesifite ve
sensitivitesinin  yliiksek oldugu belirlenmis ve PCR/DGGE’nin veteriner teshis
laboratuvarlarinda sigir akcigerinden izole edilen mikoplazmalarin hizli ve dogru

teshisinde rutin kullanim i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pnomoni, sigir, Mycoplasma, denatiire edici gradient jel
elektroforezi, PCR

Bu ¢alisma, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Midirligli tarafindan desteklenmistir. Proje No: TAGEM/HSYGAD/
12/A02/P02/03.
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ABSTRACT

Tirkyilmaz, M.A. (2014). Isolation and Identification of Mycoplasmas From
Pneumonic Lungs of Cattle by 16S rDNA PCR and DGGE. istanbul University,
Institute of Health Science, Microbiology Department. Doktora Tezi. Istanbul.

Nine species of Mycoplasma are isolated from respiratory tracts of cattle. Among them
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC (MmmSC), the causative agent of
contagious bovine pleuropneumonia, and Mycoplasma bovis (M. bovis), the cause of
pneumonia, mastitis, arthritis and otitis, are the most significant. In the present study
137 pneumonic lungs of cattle submitted to laboratory and 63 pneumonic lungs of cattle
from slaughterhouse were cultivated for mycoplasma. The strains isolated were
identified by 16S rDNA PCR/DGGE and also tested by M. bovis specific PCR.
Mycoplasma/Acholeplasma were isolated from 100 (%72.99) of clinical samples and 6
(%9.52) of slaughterhouse samples. One hundred M. bovis, 1 M. arginini, 1
Acholeplasma laidlawii and 4 M. bovis + M. arginini as mixed culture were identified
by PCR/DGGE. MmmSC was not detected. By specific PCR, 104 of 106 (%98.11)
isolates were identified as M. bovis, in full agreement with PCR/DGGE. This study
showed that M. bovis was widespread in cattle in Turkey and should be considered in
cattle pneumonia. PCR/DGGE technique was successful in identifying all 106 isolates
and showed high specificity and sensitivity in M. bovis differentiation. In conclusion
PCR/DGGE is a useful tool for rapid identification of mycoplasmas isolated from cattle
lungs in veterinary diagnostic laboratories.

Key Words: Pneumonia, cattle, Mycoplasma, denaturing gradient gel electrophoresis,
PCR

The present work was supported by the Research Fund of Ministry of Food, Agriculture
and Livestock, General Directorate of Agricultural Research and Policies. Project No.
TAGEM/HSYGAD/12/A02/P02/03



1. GIRIS VE AMAC

Mikoplazmalar hiicre duvari olmayan, bu nedenle ileri derecede pleomorfik
bireysel morfolojiye sahip ve hiicre duvar sentezini inhibe eden antibiyotiklere direngli
cok kiigiik prokaryotlardir. Cesitli Mycoplasma tiirleri insan, ruminantlar, domuz,
kanathilar ve yabani hayvanlarda 6nemli hastaliklara sebep olur. Diinya Hayvan Sagligi
Orgiitiiniin (OIE) 2014 yili bildirimi zorunlu hayvan hastaliklar1 listesinde 5
mikoplazma hastalig1 ve bunlara yol acan 8 Mycoplasma tiirii bulunmaktadir. Bunlardan
sigir patojeni olan iki tir Mycoplasma mycoides subsp. mycoides Small Colony
(MmmSC) ve Mycoplasma (M.) bovis’tir.

Mikoplazmalarin neden oldugu hastaliklar sigirlarin en 6nemli ve en fazla
ekonomik ©neme sahip hastaliklarindandir. Bunlardan biri sigir solunum sistemi
hastaliklari1 ~ kompleksi ~ (BRD)  kapsaminda  degerlendirilen = mikoplazma
infeksiyonlaridir. M. bovis ¢ok dnemli fakat gozden kagan bir sigir patojeni olup buzagi
pndmonisi, mastit, artrit ve diger bazi hastaliklara yol acar ve BRD kapsaminda yer alan
mikoplazmalarin en 6nemlisidir. Tiimiiniin primer hastalik etkeni oldugu kanitlanmamais
olsa da; M. bovigenitalium, M. bovirhinis, M. canis ve M. alkalescens pnémonili sigir

akcigerlerinden izole edilen diger baz1 Mycoplasma tiirleridir.

M. bovis infeksiyonu giiniimiizde biitiin diinyada mevcuttur. Tiim Avrupa’da
sigir pndmonileri nedeniyle yilda 576 milyon € kayip oldugu agiklanmistir. Bunun tigte
birinin M. bovis nedeniyle meydana geldigi tahmin edilmektedir. ABD’de M. bovis’in
solunum yolu infeksiyonlarinin yillik maliyetinin, sadece canhi agirlik artisinda ve
karkas agirligindaki diisiis hesaplandiginda 32 milyon USD oldugu bildirilmistir.
Ulkemizde si@ir pnémonilerinde M. bovis’in saptanmasi amaciyla az sayida galisma

yapilmistir ancak bunlarin tamiminda etken ¢esitli oranlarda tespit edilmistir.

Sigirlarin bir diger 6nemli mikoplazma hastaligi, MmMmSC’nin neden oldugu
bulasici sigir ploropndmonisidir (CBPP). Yiiksek derecede bulasiciligi ve neden oldugu
biiyliik ekonomik kayiplar nedeniyle hem OIE hem de Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanliginin bildirimi zorunlu hayvan hastaliklari listesinde yer almaktadir. Akut salgin

durumunda morbidite %60’a, mortalite %50’ye ulasir.



Avrupa kitasinda 1990’larin sonundan itibaren CBPP goriilmemesine ragmen
hastalik Afrika’nin halen biiyiilk bir problemidir. Giiniimiizde Afrika’nin en fazla
ekonomik dneme sahip sigir hastalig1 ve sap hastaligi ile birlikte en énemli sinir asiri
hastaligidir. Ayrica ge¢miste Orta Dogu ve ¢esitli Asya tlilkelerinden hastalik vakalar
bildirilmistir. Ulkemizde ise simdiye kadar az sayida ¢alisma yapilmis ancak hastaligin

arilik durumu heniiz acikliga kavugmamastir.

Bu tez c¢alismasinda Mycoplasma tiirlerinin tespiti amaciyla yararlanilan
denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) yontemi teorik olarak DNA’daki tek
baz mutasyonlarini tespit edebilecek hassasiyettedir. Metot, denatiire edici kimyasallarla
birbirinden ayrilan komplementer DNA iplikciklerinin jelde gogiliniin durmasi
prensibine dayanir. Bantlarin jelde gogii DNA segmentinin denatiirasyon davranisina
gore sekillenir. Cift iplik¢ikli amplikonun, jelde gocii boyunca artan konsantrasyonda
kimyasal denatiire ediciye (gradient) maruz kalmasi ve baz dizisi tarafindan belirlenen
bir noktada denatiire olmasiyla gé¢ durur ve degisik bant profilleri olusur. Yontem,
mikrobiyel ekolojide gesitlilik analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir ancak
patojen mikroorganizmalarin identifikasyonunda kullanimi nispeten azdir ve yaklasik

on bes yillik gegmisi vardir.

Mikoplazma infeksiyonlarinin laboratuvar tanist mevcut teshis tekniklerindeki
yetersizlikler nedeniyle goreceli olarak giictiir. Mikoplazmalarin identifikasyonu ig¢in
yeni uyarlanmig olan DGGE tekniginin ise mevcut yontemlere gore gesitli avantajlar
mevcuttur. Karigtk mikoplazma kiiltiirlerinin klasik bakteriyolojik yontemlerle tespit
edilmesi, mikoplazma kolonilerinin tiirler arasinda diger bakterilerde olugu gibi belirgin
morfolojik farklilik gdstermemesi ve identifikasyon i¢in saf kiiltiir elde etmek amaciyla
genellikle tek bir koloninin sec¢ilmesi nedeniyle zordur. Ayrica nispeten hizli iireyen tiir
digerini baskilayabilmektedir. DGGE ise karisik Kkiiltlirleri de tespit edebilme
kabiliyetine sahiptir. Yontemin diger bir avantaji da daha once sigirlarda tespit
edilmemis tiirler veya bilinmeyen Mycoplasma tiirlerinin tespit edebilme potansiyeline

sahip olmasidir.

Bu ¢aligsma ile; mikoplazmalarin tilkemizdeki sigir pndmonilerinde yayginliginin
arastirilmasi, BRD kapsamindaki Mycoplasma tiirlerinin pndmonili akcigerlerde
bulunma oraninin tespit edilmesi, mikroorganizma harici faktorlerin oldukca O6nemli

oldugu bu infeksiyonlarda hayvanin geldigi bolge, yas ve cinsiyet ile infeksiyon



arasindaki iliskinin arastirilmasi, CBPPmin iilkemizde varliginin arastirilmast ve
PCR/DGGE’nin M. bovis identifikasyonundaki spesifite ve sensitivitesinin belirlenmesi

amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mollicutes Simifi

Mikoplazmalar peptidoglikan sentezi yapamayan, dolayisiyla hiicre duvari
olmayan ¢ok kiigiik prokaryotlardir. Mycoplasma cinsi taksonomik olarak Mollicutes
smifinda yer alir (Krieg ve ark. 2010). Bu sinifta bulunan tiirler ¢ok kii¢iik genomlari,
hiicre duvarindan yoksun oluglari, membran fonksiyonu ve iireme i¢in kolesterole
ihtiya¢ duymalari, UGA kodonunu stop kodon yerine triptofan i¢in kullanmalari, bakteri
gecirmeyen filtrelerden gegebilmeleri, barinma ve beslenme ihtiyaglari i¢in konaklarina
sik1 sikiya bagimli oluslart nedeniyle kendi kendine cogalan bakteriler arasinda en
alisgilmadik grubu olusturmaktadirlar (Baseman ve Tully 1997). Fenotipik ve genotipik
cok sayida oOzellik agisindan hiicre duvarli bakterilerden 6nemli o6l¢iide farklilik
gostermeleri nedeniyle Tenericutes adli ayr1 bir boliim olusturulmus ve Mollicutes sinifi
bu bolime tasinmustir (Miles ve Nicholas 1998; Krieg ve ark. 2010). ‘Mikoplazmalar’
ifadesi Mycoplasma cinsine ait mikroorganizmalari tanimlamakta kullanildigi gibi daha
genis anlamda tiim Mollicutes smifi liyelerini kastederek de kullanilmaktadir (Miles ve
Nicholas 1998).

Mollicutes sinifindaki mikroorganizmalar hiicre duvarindan yoksundur ve
hiicreyi yalnizca ii¢ katli plazma membran1 sarar. Bu sayede esnek yapidadirlar ve
tiirlerin ¢cogu 450 nm por ¢apl filtrelerden kolayca gegebilir. Bunun yaninda baz: tiirlere
ait kiigiik hiicreler 100 nm por biiyiikliigline sahip filtreleri de gecebilmektedir. Hiicre
duvart bulunmamasi ayrica ileri derecede pleomorfik bireysel morfolojiye sahip
olmalarmma neden olmaktadir. Yine ayni nedenle penisilin gibi hiicre duvar sentez
inhibitorii antibiyotiklere direnc¢li; ozmotik sok, alkoller ve yiizey aktif maddelere

duyarlidirlar (Krieg ve ark. 2010).

Mollicutes tiirleri kendi kendine c¢ogalma yetenegine sahip en kiigiik
mikroorganizmalardir (Miles ve Nicholas 1998). Kokoid sekilden brangl filament6z ve
sarmal filamentdz sekle kadar birgok goriiniimde olabilirler. Hiicreler bazen zincir
olusturabilir (Hirsh ve ark. 2004; Krieg ve ark. 2010). Kokoid sekilli olanlar ¢ogunlukla
200-400 nm ¢apindadir fakat 2000 nm boyutunda hiicrelere de rastlanabilir. Gram
negatif olarak kabul edilmelerine karsin genetik olarak Gram pozitif bakterilerle

iligkilidirler. Filogenetik agacta Gram pozitif bakteriler iginde, fakat ayri bir soy



(lineage) olarak yer alirlar (Krieg ve ark. 2010). Gram boyama yontemiyle iyi
boyanmazlar, Giemsa veya Castaneda yontemleri ile boyanmalar1 gerekir (Hirsh ve ark.
2004). Hiicreler karanlik alan ve faz kontrast mikroskobunda incelenebilirler (Brown ve
ark. 2007). ikiye boliinme ile ¢ogalirlar ve endospor olusturmazlar. Bazi tiirler
kapsiillidiir. Cogu tiir fakdiltatif anaerob olup az sayida tiir de aerob veya obligat
anaerobtur. Bazi tlirler kayma hareketine, sarmal filament6z morfolojiye sahip tiirler ise
donme ve kivrilma hareketine sahiptir ancak cogu tiir hareketsizdir. Birkag tiirde
fimbria ve pilus bulundugu bildirilmistir (Krieg ve ark. 2010). Sicakliga, deterjanlara,
kuruluga ve genel olarak dezenfektanlara ¢ok duyarlidirlar (Hirsh ve ark. 2004; Quinn
ve ark. 2011). Kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin ¢ap1 genellikle 1 mm’den kiigiiktiir.
Uremekte olan koloniler besiyerinin igine dogru ilerleme egilimindedir ve bu durum
hemen hemen tiim tiirlerde gozlenen karakteristik sahanda yumurta goriiniimiine yol
acar. Kiiltiirli yapilabilen tiim tirler hiicre kiiltlirline gerek olmaksizin yapay
besiyerlerinde iiretilebilmektedir ancak sadece molekiiler olarak karakterize edilip
heniiz kiiltiirii yapilamamus tiirler de bulunmaktadir. Kiiltiiri yapilabilen tiirlerden ¢ogu
tiremeleri igin sterol ve yag asitlerine ihtiya¢ duyar (Krieg ve ark. 2010). Steroller
sitoplazmik membranin yapist ve fonksiyonunda gorev almaktadir (Baseman ve Tully
1997).

Mikoplazmalar basit bir hiicre yapisina sahiptirler. Baslica {i¢ yapidan olusur:
sitoplazmik membran, ribozomlar ve diger prokaryotlarda oldugu gibi bir adet sirkiiler
cift iplik¢ikli DNA molekiilii. Esnek yapili plazma membran1 nedeniyle tiirler en ¢ok
yuvarlak veya yuvarlaga yakin sekildedirler. Ancak ugta yer alan ‘terminal organel’
nedeniyle armut veya sise benzeri goriinim de oldukc¢a yaygindir. Bunun yaninda
brangli veya brangsiz ¢esitli uzunluklarda filamentler veya sarmal filamentler seklinde
de bulunabilirler. Sert hiicre duvarlari bulunmamasina karsin mikoplazmalarin
sekillerini koruyabilmeleri tiirlerin bir kisminda bulunan hiicre iskeleti sayesinde

olmaktadir. (Falkow ve ark. 2006).

Mollicutes tiirleri genetik olarak kiigiik genomlari ve oldukca diisik G+C
oranlan ile karakterizedir. Sahip olduklar1 580 - 2200 kbp aras1 genom boyutlar ile
prokaryotlar arasinda en kiiciik genomlu mikroorganizma grubunu olustururlar. DNA
G+C igerikleri genellikle %23-34 arasidir. Diger bakterilerden yalnizca bir veya iki

rRNA operonu tagimalariyla ayrilirlar (istisna olarak bir Mesoplasma tiirlinde iigtiir).



Goze garpan bir bagka ozellik, bakterilerde genellikle stop kodon olarak kullanilan
UGA kodonunun ¢ogu Mollicutes tiiriinde triptofan i¢in kullanilmasidir. Plazmidler ve
bakteriyofajlar baz tiirlerde gézlenmektedir (Krieg ve ark. 2010).

Mollicutes tiirleri, kisitli genetik materyalleri yiiziinden, hem enerji tiretimi hem
de hiicre komponentlerinin sentezi ile ilgili bakterilerde karakteristik olan bir¢ok
enzimatik yoldan yoksundur. Bunlar arasinda murein ve niikleotid sentezi, fonksiyonel
trikarboksilik asit (TCA) siklusu ve sitokrom aracili elektron transport zinciri sayilabilir.
Bunlarin sonuglari; hiicre duvarina sahip olmamalari, besiyerlerinde DNA yapitaslarina
ihtiya¢ duymalar1 ve verimsiz enerji iiretim yollarina sahip olmalaridir. Kompleks besin
maddeleri ihtiyaglarini karsilayabilmek icin ise ¢ok miktarda degradasyon enzimleri

(niikleaz ve proteazlar) tiretirler (Dybvig ve Voelker 1996).

Mollicutes simifini olusturan 200’den fazla tiir insan, omurgalilar, artropodlar ve
bitkiler gibi oldukca genis bir konak yelpazesinde kommensal ya da paraziter yasam
stirer. Cok sayida tiir hayvanlar, artropodlar ve bitkiler i¢in 6nemli patojenlerdir (Krieg
ve ark. 2010). Insan ve hayvan mikoplazmalarinin baslica yasam ortamlari; solunum
yollari, iirogenital sistem, sindirim kanali, g6z, meme ve eklemlerin mukéz ve serdz
yiizeyleridir (Falkow ve ark. 2006). Mollicutes sinifininin en son taksonomisi Tablo

2-1de verilmistir (Krieg ve ark. 2010).



Tablo 2-1: Mollicutes simifininin taksonomisi

Boliim: Tenericutes
Sinif 1: Mollicutes
Takim 1: Mycoplasmatales
Aile 1: Mycoplasmataceae
Cins 1: Mycoplasma
Cins 2: Ureaplasma
Aile 2: Incertae sedis
Cins 1: Eperythrozoon
Cins 2: Haemobartonella
Takim 2: Entomoplasmatales
Aile 1: Entomoplasmataceae
Cins 1: Entomoplasma
Cins 2: Mesoplasma
Aile 2: Spiroplasmataceae
Cins 1: Spiroplasma
Takim 3: Acholeplasmatales
Aile 1: Acholeplasmataceae
Cins 1: Acholeplasma
Aile 2: Incertae sedis
Cins 1: “Candidatus Phytoplasma”
Takim 4: Anaeroplasmatales
Aile 1: Anaeroplasmataceae
Cins 1: Anaeroplasma

Cins 2: Asteroleplasma

2.2. Mycoplasma Cinsi
Mycoplasma cinsi niikleotid sekans verilerine gore ‘hominis grubu’,
‘pneumoniae grubu’ ve ‘mycoides cluster’ olarak iige ayrilmaktadir ve 100’{in {izerinde

tiri igermektedir (Krieg ve ark. 2010).

Mycoplasma tiirlerinin en kiiglik genoma sahip prokaryotlar olmalari,

beklenecegi lizere en nazli iireyen mikroorganizmalar olmalarmma neden olmaktadir




(Krieg ve ark. 2010). Bu durum mikoplazma etkenlerin klinik d6rneklerden izolasyonunu
ve yeni tiirlerin a¢iga c¢ikarilmasint zorlastirmaktadir (Nicholas ve ark. 2008).
Giiniimiizde bilinenden ¢ok daha fazla mikoplazmanin bulundugu diisiintilmektedir
(Nicholas ve ark. 2008). Mycoplasma tiirleri, minimalist genomlar1 ve buna bagh
sekillenen diisilk metabolik kapasiteleri yiiziinden omurgali konaklartyla kommensal
veya paraziter olarak siki iliski i¢cinde olmak zorundadirlar. Esansiyel yag asitleri, lipid
prekiirsorleri, niikelik asit prekiirsorleri, steroller, amino asitler ve vitaminleri konaktan
saglarlar (Nicholas ve ark. 2008; Baseman ve Tully 1997). Genis konak spektrumuna
sahip tiirler de olmakla birlikte, konaga bagimli olmanin bir sonucu olarak oldukg¢a fazla
konak spesifitesi gosterirler (Falkow ve ark. 2006). Mycoplasma tiirlerinin kisith
genetik materyal ve metabolizmasi ayrica konvansiyonel biyokimyasal testler ile
identifikasyonlarin1 kisitlamakta, in vitro {retilmeleri i¢in kompleks bilesimli ve
mikoplazmalara 6zel besiyerlerini zorunlu kilmaktadir (Nicholas ve ark. 2008; Krieg ve
ark. 2010).

Mycoplasma tiirleri laboratuvarda firetilmeleri igin sterollere gereksinim
duyarlar ve baslica enerji kaynagi olarak sekerleri ve/veya arjinini kullanirlar (Krieg ve
ark. 2010). Besiyeri formiilasyonlari, mikoplazma {iretme faktorleri olarak kan serumu,
maya ekstrakti ve arjinin, pH indikatorii olarak fenol kirmizisi, diger bakterilerin
inhibisyonu i¢in de hiicre duvar sentez inhibitorii antibiyotikleri igerir (Nicholas ve ark.
2008; Krieg ve ark. 2010). Ancak bazi tiirler giinlimiizde mevcut en iyi besiyerlerinde
bile ¢ok zayif iiremektedir (Nicholas ve ark. 2008). Ideal iireme sicakliklar1 37°C’dir.
Kolonileri tipik sahanda yumurta goriiniimiindedir, ¢cap1 genellikle 1 mm’den kiigiiktiir
(Krieg ve ark. 2010) ve mikroskopta incelenmeleri gerekir (35x% biiyiitme) (Miles ve
Nicholas 1998). Sivi besiyerinde hafif bulaniklik ve dipte az miktarda sediment
olusturarak {irerler. Istisna olarak Mycoplasma mycoides cluster iiyeleri belirgin

bulaniklik ve sediment meydana getirir (Krieg ve ark. 2010).

Mikoplazmalar insan, evcil hayvanlar, baliklar, siirlingenler, kuslar ile diger kara
ve su hayvanlarinda patojen veya apatojen yasam siirerler. Bazilar1 insan, ruminantlar,
domuz, kanatlilar ve yabani hayvanlarda 6nemli hastaliklara sebep olurken, bazilar1 da
bu konaklarda firsatgr veya sekonder patojendir. Sigir patojeni en Onemli iki tiir
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides Small Colony (SC) ve Mycoplasma bovis’tir
(Krieg ve ark. 2010).



Insan ve hayvanlarda, floranin bir pargasi olan ya da parazitik karakterde olan
Mycoplasma tiirlerinin, miik6z ve serdz epitel yiizeylere afiniteleri vardir (Falkow ve
ark. 2006). Patojen tiirler olduk¢a karmasik viriilens faktorlerine sahiptir. Bunlar
arasinda adezinler, hiicre dis1 polisakkarit yapilar, yangi veya apoptozisi indiikleyen
membran lipoproteinleri, hiicre dis1 endopeptidaz, niikleaz ve glikozidazlar yer alir.
Ayrica hidrojen peroksit, siiperoksit radikalleri ve amonyak gibi ara metabolizma yan
iriinleri patogenezde Onemlidir. Bunlarin disinda bazi muhtemel viriilens
mekanizmalar1 da s6z konusudur; (a) bagisiklik hiicreleri, bunlarin reseptorleri veya
sitokinlerin supresyonu veya patolojik stimiilasyonu, (b) hareket, (c) biyofilm olusumu,
(d) degisken yiizey antijenleri ve (e) hiicre i¢i parazitizm (Krieg ve ark. 2010). Genel
ozellik olarak ekstraseliiler karakterde olup, epitelyal yiizeylerde kolonize olsalar da,
baz tiirlerin (6rnegin Mycoplasma gallisepticum) in vitro ve in vivo olarak okaryotik
hiicre invazyonu yapabildigi bilinmektedir (Razin ve Herrmann 2002; Lam 2005; Vogl
ve ark. 2008). Patojen mikoplazmalar hidrojen peroksit gibi orta derecede toksik
metabolizma yan irilinleri iiretseler de diger patojen bakterilerde oldugu gibi spesifik
ekzotoksinler tespit edilememistir (Falkow ve ark. 2006). Ancak istisna olarak M.
pneumoniae’nin ‘community-acquired respiratory distress syndrome’ (CARDS) adli
sitotoksini (Kannan ve Baseman 2006) ve M. arthritidis’in bir T-lenfosit mitojeni olan
‘M. arthritidis mitogen’ (MAM) adli siiperantijeni (Atkin ve ark. 1994) bulunmaktadir.
Biitiin bu viriilens faktorleri yine de olusan patolojik lezyonlart agiklamakta yetersiz
olmaktadir ki mikoplazma hastaliklarinin molekiiler patogenezi gilinlimiizde biiyiik

olglide aydinlatilamamistir (Citti ve Blanchard 2013).

Hiicre duvart ve lipopolisakkaritten yoksun olmalari, ayrica kendi
niikleotidlerini  sentezleyememeleri nedeniyle Mycoplasma tiirleri polimiksinler,
beta-laktamlar, vankomisin, fosfomisin, siilfonamitler ve trimetoprime dogal
direnclidirler (intrinsik direng). Ayrica mikoplazma RNA polimerazlart rifampine
duyarli olmadigindan bu antibiyotik i¢in de dogal diren¢ s6z konusudur. Mikoplazma
hastaliklarinin tedavisinde protein sentezini veya DNA replikasyonunu inhibe eden
antibiyotikler etkili olabilmektedir. Bunlarin arasindan makrolidler, tetrakiskinler,
florokinolonlar, aminoglikozitler, pleuromutilinler ve fenikoller veteriner hekimliginde
kullanilmaktadir. Mikoplazmalarin dokularda (sekestrasyon) ve potansiyel olarak hiicre
icinde (intraseliiler parazitizm) gizlenme egiliminden dolayr genellikle uzun siireli

antibiyotik tedavisi zorunludur (Krieg ve ark. 2010).
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Olusturduklari ¢esitli hastaliklar nedeniyle mikoplazmalarin ¢alisildig1 baslica
alanlar veteriner ve beseri hekimliktir (Miles ve Nicholas 1998). Bitki hastaliklarina yol
acip ekonomik kayip olusturmalari nedeniyle bitki koruma biliminde de ¢alisma
konusudurlar (Miles ve Nicholas 1998). Veteriner hekimlik ve diger biyomedikal
bilimler i¢in 6nemli bir bagka yonleri, sik sik inat¢1 ve fark edilmesi zor hiicre kiiltiirii
kontaminasyonlarina neden olmalaridir (Krieg ve ark. 2010). Bazen infekte hiicreler
anormal iireme veya morfoloji sergilerken ¢cogu kez agik belirti bulunmaz (Baseman ve
Tully 1997). Bu durum, hiicre kiiltiirleri arastirma amagli kullanildiginda calisma
sonuglarinin giivenilmez veya yaniltict olmasina, iiretimde kullanildiginda ekzojen
mikoplazmanin final biyolojik {iriinde istenmeden bulunmasina neden olur (Baseman ve
Tully 1997). Farkli iilkelerde yapilan degisik ¢alismalar hiicre kiiltiirlerinin
%10-87’sinin mikoplazmalar ile kontamine oldugunu gostermistir (Falkow ve ark.
2006). Mikoplazmalarin bilinen en kiigiikk genoma sahip prokaryotlar olmalari
(Mycoplasma genitalium i¢in 580 kbp) canlilarda niikkleotid sekanslari ile hiicresel yap1
ve fonksiyonlar arasindaki iligkinin anlasilmasi i¢in ¢ok uygun model organizmalar

olmalarini saglar (Miles ve Nicholas 1998).

Sigirlardan ve diger evcil hayvanlardan c¢esitli Mycoplasma, Acholeplasma
Ureaplasma ve Anaeroplasma tiirleri izole edilmekte, fakat bunlarin ¢ogunun hastalik
olusturma durumlan bilinmemektedir (Maniloff ve ark. 1992; Tully ve Razin 1996).
Mikoplazmalar, en Onemli ekonomik kayiplari, ciftlik hayvanlar1 ve kanathilarda
olusturmaktadir (Miles ve Nicholas 1998). Diinya Hayvan Saghg Orgiitiiniin (OIE)
2014 yili bildirimi zorunlu hayvan hastaliklar1 listesinde 5 mikoplazma hastalig1 ve
bunlara yol agan 8 Mycoplasma tiirii bulunmaktadir (OIE 2014). Evcil ruminantlarda ise
bunlardan 3 hastalik ve 6 tiir goriilmekte, ayrica bunlar dahil 30’dan fazla mikoplazma
izole edilmektedir (Nicholas ve ark. 2008; OIE 2014). Sigirlardan izole edilen 6nemli

Mollicutes tiirleri ve neden olduklari hastaliklar Tablo 2-2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2-2: Sigirlardan izole edilen 6nemli Mollicutes tiirleri

Tiir Hastahk

Mycoplasma mycoides subsp. Bulagici sigir pléropnémonisi
mycoides SC

Mycoplasma bovis Pnoémoni, mastitis, artritis, keratokonjuktivitis, otitis, abortus

Mycoplasma canis Pnémoni

Mycoplasma californicum Mastitis, pnémoni

Mycoplasma bovigenitalium Endometritis, infertilite

Mycoplasma alkalescens Pnémoni

Mycoplasma canadense Mastitis, artritis, pndmoni

Mycoplasma bovirhinis Pnémoni

Mycoplasma bovoculi Keratokonjuktivitis

Mycoplasma alvi Bilinmiyor

Mycoplasma verecundum Bilinmiyor

Mycoplasma leachii Mastitis, artritis, pnomoni

Mycoplasma dispar Pnémoni

Mycoplasma arginini Apatojen

Acholeplasma laidlawii Apatojen

2.3. Bulasic1 Sigir Ploropnomonisi

Bulasici sigir  pléropndémonisi (CBPP) sigirlarin en 6nemli mikoplazma
hastaligidir ve Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC (MmmSC) tarafindan
olusturulur (Provost ve ark. 1987). Hastalik hem OIE hem de Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligimnin bildirimi zorunlu hayvan hastaliklart listesinde yer
almaktadir. (GKGM 2013; OIE 2014). CBPP epidemiyolojik agidan bulagicilig: ile ve
klinik olarak ates, istahsizlik, Oksiiriik, hizli solunum, solunum gii¢liigli ve burun
akintis1 ile karakterizedir (Ter Laak 1992). Hastaligin duyarhi siiriiye girisi degisik
siddette yanit olusturur. Akut salgin durumunda morbidite %60’a, mortalite %50’ye

ulasabilir (Andrews ve ark. 2004).

Hastalik etkeni MmmSC, Mollicutes sinifinin tip tiiriidiir ve en virulent sigir
mikoplazmasidir (Hirsh ve ark. 2004; Krieg ve ark. 2010). Mycoplasma cinsinin genel
ozelliklerini tasir (Krieg ve ark. 2010). Mikroorganizma c¢evrede uzun siire canli

kalamaz. Yaygin kullanilan dezenfektanlarin ¢ogu ile kisa siirede inaktive olur. Diisiik
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ve yiiksek pH’l1 ortamlara duyarhidir. Konak dig1 ortamda tropikal bolgelerde 3 giin,
iliman bolgelerde 2 hafta canli kalabilir (OIE 2013b).

MmmSC, Mycoplasma (M.) mycoides cluster iiyesidir. M. mycoides cluster
baslica sigir ve keci orijinli; serolojik, biyokimyasal ve genetik olarak yakin iligkili 5
mikoplazmay1 kapsamaktadir (Thiaucourt ve ark. 2000; Krieg ve ark. 2010). Bu durum
standart tekniklerle teshislerinde problem olusturur. Gegmiste MmmSC suslarinin
oldukca homojen oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak on yil kadar once gelistirilen ‘multi-
locus sequence analysis’ yontemiyle suslarin cografi orijinleri ile uyumlu olarak 3 temel

soya (lineage) ayrildig1 tespit edilmistir (Lorenzon ve ark. 2003).

CBPP esas olarak zebu (Bos indicus) ve sigirlarin (Bos taurus) hastaligidir.
Hastalik ayrica manda (Bubalus bubalis), Amerika bizonu (Bison bison) ve yaklarda
(Poephagus grunnien) bildirilmistir. Koyun ve kegilerde dogal infeksiyon olusmakla
birlikte iliskili patolojik lezyonlar gelismez. Amerika bizonlarinda goriilen bir vaka
hari¢ yabani ruminantlarda hastalik bildirimi olmamistir ve evcil sigirlar arasinda

hastaligin yayilmasinda bu hayvanlarin rolii olmadigi ileri siiriilmektedir (OIE 2013a;

OIE 2013Db).

Etken bronsial salgilar, burun akintisi, solunum havasi ve nazal aeresollerde bol
miktarda bulunur. Bunlardan baska salya, idrar, fotal membranlar ve uterus akintilari ile
sagilir. Bulagma baslica 6ksiiren hayvanlarin ¢ikardigir damlaciklarin solunmasi ile olur.
Bulagma i¢in yakin ve tekrarlayan temas gereklidir fakat serin ve nemli kosullarda 200
metreye kadar yayilabilir ve bulasma gerceklesebilir. Fotiisa plasenta aracaligiyla

vertikal bulagsma bildirilmistir (Anon. 2002).

En oOnemli infeksiyon kaynagi belirti gostermeyen tasiyict hayvanlardir.
Infeksiyonu gegiren ve iyilesen hayvanlar, etkeni yaklasik 2 yil siireyle akcigerlerinde
tastyabilirler ve stres ya da immunosupresif bir hastalik sonrasinda etkeni sagmaya
devam ederler. Bunun yaninda hayvan hareketleri de hastaligin yayilmasinda ¢ok
onemli rol oynar. Salginlar cogunlukla infekte hayvanlarin saglikli siiriiye katilmasiyla
olusur. Mikroorganizma ¢evrede uzun siire canli kalamadigindan fomitler araciligr ile
gerceklesen indirekt bulagmanin hastaligin epidemiyolojisinde 6nemli olmadigina

inanilmaktadir (Anon. 2008; Spickler ve ark. 2010).

CBPP, neden oldugu oliimler, siit iiretiminde diisiis gibi direkt olarak ve canl

agirlik kaybi, dol veriminde azalma, uluslararasi ticarette neden oldugu kisitlamalar ile
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de indirekt olarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir. (Radostits ve ark. 2007).
Hastaligin ekonomik maliyetinin hesap edildigi iilkelerden Tanzanya’da, CBPP’nin
hayvan ve hayvansal {riinlerin ticaretine verdigi zararin 14 yilda 136 milyon USD
oldugu bildirilmistir (Tambi ve ark. 2006). Tiim Afrika kitasi i¢in yapilan hesaplamalara
gore de, sadece Olim ve hastalik nedeniyle olusan kaybin 30 milyon € oldugu;
hastalikla miicadele, iiretimin diismesi ve uluslararasi ticaret kisitlamalar1 da
eklendiginde olusan toplam kaybin 50 milyon €’ya yaklastig1 rapor edilmistir (Tambi ve
ark. 2006). Giintimiizde Afrika’nin en fazla ekonomik 6neme sahip sigir hastaligi (Aliyu
ve ark. 2000; Andrews ve ark. 2004) ve sap hastaligi ile birlikte en dnemli sinir asiri
hastaligidir (Nicholas ve ark. 2008). Uzak Dogu’da, son olarak 1997 yilinda Pakistan’in
ari oldugunun rapor edilmesinin ardindan hastaligin bulunmadigi diisiiniilmektedir
(Nicholas ve ark. 2008). Cin’de 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada hem ELISA hem de
CFT ile seropozitiflik rapor edilmis olmasina karsilik (Xin ve ark. 2007) bunlarin
gercek pozitiflik olduguna siiphe ile yaklasilmaktadir (Nicholas ve ark. 2008). Giiney
Amerika’da hastalik hi¢ ortaya ¢ikmamustir (Andrews ve ark. 2004). Orta Dogu’da ise
bazi Arap lilkelerinde 1990-1995 yillar arasinda seyrek olarak salginlar rapor edilmistir
(Nicholas ve ark. 2008). CBPP kaynakli kayiplara iligkin verilerin bulundugu bir diger
tilke olan Portekiz’de, 1983-1999 yillar1 arasinda 85000 sigirin kesime tabi tutuldugu ve
toplam mali zararin tahmini 207 milyon € oldugu bildirilmektedir. Italya’da ise 1990-
1993 yillarindaki salginlarda yaklagik 24000 sigir itlaf edilmistir (Nicholas ve ark.
2008). Avrupa kitasinda 1990’larin  sonundan itibaren CBPP  goriilmedigi
bildirilmektedir (Nicholas ve ark. 2008).

Ulkemizde 1994 yilinda yapilan bir ¢alismada farkli bolgelerde yetistirilen
hayvanlardan toplanan 750 serum komplement fikzasyon testi (CFT) ve agar jel
difiizyon testi ile incelenmis ve pozitiflik saptanmamustir (Erdag ve Tiirkaslan 1994).
Bir bagka calismada ise CBPP teshisi i¢in laboratuvara gonderilen 253 serum 6rnegi
serolojik olarak test edilmis ve higbir serum pozitif olarak saptanmamustir (Erdenlig ve
ark. 2009). Hastaliga iliskin iilkemizde yapilan en kapsamli survey calismasinda, Dogu
Anadolu’daki dort farklit mezbahaya kesim i¢in gelen 945 hayvan incelenmistir. CFT ve
cELISA ile sirasiyla 2 ve 4 serum Ornegi pozitif olarak bulunurken, pnémonili oldugu
gbzlenip bakteriyolojik olarak incelenen 62 adet akciger orneginden MmmSC izole
edilmemistir (Cetinkaya ve ark. 2003). Ulgen ve ark. (1996), Bursa ili’nden gelen

akcigerlerde kiiltiir ile MmmSC’yi izole etmislerdir.
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Hastaligin klinik olarak ilk kez rapor edildigi 1765 yilindan glinlimiize kadar
hastaligin klinik bulgular1 detayli bir sekilde tanimlanmistir. Hastalifin klinik seyri
perakuttan subklinige kadar genis bir yelpazede sekillenebilmektedir (Masiga ve ark.
1996). Avustralya’da deneysel olarak olusturulan bir infeksiyonda, aerosol yolla etken
verilen hayvanlarin %8’inde perakut, %14’tinde akut, %30’unda hafif ve %23’{inde
subklinik infeksiyon sekillenmis, %25’inde ise gerek klinik gerekse serolojik olarak
infeksiyon belirtisi gozlenmemistir (Provost ve ark. 1987). Afrika’daki endemik
bolgelerde goriilen dogal infeksiyonlarda ise genel olarak vakalarin %13°l perakut,
%20’s1 akut ve %46’s1 subakut seyirlidir. Hayvanlarin %21°1 ise hastaliga direnglidir
(Masiga ve ark. 1996).

Dogal kosullarda inkiibasyon siiresi genelde 1-4 aydir. Erigkinlerde hastalik
depresyon, istahsizlik ve orta derecede ates ile baslar. Bu belirtileri oksiiriik, gogiis
bolgesinde agri ve hizli solunum takip eder. Hastalik ilerledik¢e solunum giigliigii
gelisir. Hasta hayvan gogiis bolgesindeki agriy1 azaltmak ve solunumu rahatlatmak igin
on ayaklarin1 gogiis kafesinden uzaklastirarak durur. Oskiiltasyonda, muayene edilen
gbgiis bolgesinin etkilenme durumuna gore citirtt sesleri ve ploral siirtlinme sesleri
duyulur. Perkiisyonda gogiis kafesinin alt kisimlardan mat ses alnir. ilerleyen
donemlerde hastalik ¢ogu kez pnomoniye iliskin klinik belirtilerin kayboldugu, verim
kayb1 ve tekrarlayan hafif ates ile karakterize kronik forma dontisiir. Bu asamada

Oksiiriik zorla yaptirilan egzersiz ile ortaya ¢ikarilabilir (Spickler ve ark. 2010).

Genel olarak 6 aya kadarki buzagilarda solunum sistemi tutulumunun olmadig:
bilinmektedir. Boyle hayvanlarda sismis ve sicak eklemlerle karakterize poliartrit
gelisir. En ¢ok etkilenenler karpal ve tarsal eklemlerdir. Eklemler agrilidir ve buzagilar
hareket etmek istemez. Ancak, Portekiz’in Entre-Douro e Minho bolgesinde 6 aydan
kiiclik buzagilarda tipik akciger lezyonlarmin bulundugu hastalik tablosu bildirilmistir

(Regalla ve ark. 1996; Anon. 2008).

Bir siiriide eriskinlerde solunum belirtileri ile genclerde artritin birlikte
bulunmasi CBPP i¢in énemli bir Klinik ipucudur (OIE 2013b). Yine de hastaligin
tespitinde klinik teshis giivenilir bir yontem degildir. Ornegin Italya’daki CBPP
vakalarinda klinik bulgularin  hafif olmasi nedeniyle, hastaligin laboratuvar
muayeneleriyle dogrulanmis oldugu siiriilerde bile hasta hayvanlarin bireysel olarak

tespiti cogu kez miimkiin olmamistir (Regalla ve ark. 1996).
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Avrupa kitasindaki CBPP salginlarinda, Afrika’daki %10-70 mortalite
oranlarinin aksine, diisiik oranda Sliimler sekillenmis veya hi¢ 6lim gozlenmemistir.
Hayvanlarin ¢cogunda kronik hastalik tablosu gelismis ve ¢ogu kez hastalik post-mortem
muayenede karakteristik patolojik lezyonlarin goriilmesiyle fark edilmistir. Arastiricilar
bu durumu Avrupa’daki sigirlarin iyi bakim-besleme kosullar1 ve diisiik stres sayesinde
daha saglikli olmalarmna baglamistir. Avrupa’daki hafif seyirli hastalik profilinin bir
istisnasi, infekte hayvanlarin tipik klinik belirtiler gosterdigi Portekiz’in Vila do Conde
sehrinden rapor edilmistir (Nicholas ve ark. 2008; Regalla ve ark. 1996).

CBPP’de nekropsi bulgular karakteristiktir. Akciger lezyonlar1 kokusuzdur ve
genellikle tek taraflidir (Anon. 2008). Portekiz’de yapilan bir calismada akciger
lezyonlarmin %95’inin tek tarafli oldugu bildirilmistir. Ayrica diaframatik loblarin
kranial loblardan daha ¢ok etkilendigi tespit edilmistir (Egwu ve ark. 1996).
Namibya’dan yapilan bir bildirimde de patolojik degisikliklerin %80’e yakininin tek
akcigerde yer aldig1 belirtilmistir (Nicholas ve ark. 2008).

Akcigerde goriilen en Onemli bulgular genislemis interlobiiler septa ile
lobiillerde konsolidasyon; 6dem, fibrin ve fibrozis sonrasi interlobiiler septada
kalinlasma ve bunlarin sonucunda akcigerlerin karakteristik mermer goriiniimii
almasidir. Plora boslugunda, zamanla biiylik fibrin pihtilar1 olusturarak pihtilasan bol
miktarda (bazen 30 litre) saman sarisi renginde eksudat bulunur (Anon. 2008).
Aragstiricilar, bu sivinin etkeni saf kiiltiir halinde izole etmek i¢in veya PCR i¢in ideal

ornek oldugunu ifade etmektedir (Nicholas ve Bashiruddin 1995).

Iyilesen veya kronik hasta hayvanlarm akcigerlerinde “sekestra” adi verilen,
fibroz kapsiille cevrili gri nekrotik dokudan ibaret patolojik olusumlar bulunur.
Koagiilasyon nekrozu sonucu sekillenen bu lezyonlar, iglerinde aylarca canli
mikoplazmalari barindirarak hastaligin yayilmasinda 6nemli rol oynarlar (Anon. 2008).
Avrupa’daki CBPP’de en sik rastlanan lezyonun sekestra oldugu bildirilmistir. Ancak
ozellikle salgin durumunda ilk asamada hastalanan hayvanlarda akut lezyonlar da
gozlenmistir. Sekestralar Afrika’nin endemik bolgelerinde de en yaygin patolojik
lezyondur (Nicholas ve ark. 2008). Hastalikta plorada gézlenen bulgu fibrin birikimleri
ve kalinlagsma ile izlenen fibrindz ploritis tablosudur (Ter Laak 1992). Buzagilardaki
CBPP’de ise lezyonlar bursit ile karpal ve tarsal eklemlerde fibrindz artrittir (Provost ve

ark. 1987). CBPP’de mikroskopik lezyonlar patognomonik olmadigindan histopatolojik
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muayenenin teshisteki degeri simirlidir. infeksiyon, akciger ve plorada siddetli hiperemi
ve ardindan eritrosit, notrofil ve makrofaj infiltrasyonu ile baslar. Alveoller ve
interlobiiler septada yogun ser6fibrindz materyal birikimi olusur. Etkilenen akciger
bolgesinde vaskiilit ve arteriyel trombozlar sekillenir. Damarlardaki bu degisiklikler
damarin besledigi bolgede infarktiise ve sonunda sekestraya yol acar. Sekestra
olusumundaki asamalar sirasiyla; infarktiis, nekrotik bolgenin yangisal hiicreler
tarafindan ¢evrelenmesi ve nekrotik doku ile saglikli doku arasinda graniilasyon ve

fibrozis sekillenmesidir (Andrews ve ark. 2004).

CBPP’de ayrica mediastinal, sternal, aortik ve interkostal lenf diiglimlerinde
genisleme, 6dem ve bazen kanamalar olustugu bildirilmistir. Ayrica lenf damarlarinda

tromboz ve ileri donemde fibroz gelistigi belirtilmistir (Nicholas ve ark. 2000).

Scanziani ve arkadaslarit  (1997), Italya’daki CBPP  vakalarinda
immunohistokimyasal olarak akciger lezyonlarinin siddetinin lenf dugiimlerindeki
lezyonlarin siddetiyle uyumlu oldugunu tespit etmislerdir. Akut infeksiyonda lobiillerin
periferinde ve alveoler makrofajlarin sitoplazmasinda MmmSC antijenini saptamislardir.
Kronik lezyonlarda ise antijenin fibrotik alanlarda ve interlobiiler septadaki
makrofajlarda  bulundugunu  bildirmislerdir. Ayrica mikroorganizma antijeni
sekestralarin i¢inde yer alan nekrotik materyalde ve makrofajlarda tespit edilmistir. Lenf

diigiimlerinde ise antijenin folikiillerde yogunlastig1 gozlemlenmistir.

Hastaliktaki histolojik degisiklikler CBPP’ye 6zgli omadigindan kesin tani i¢in
laboratuvar incelemelerine gereksinim vardir. CBPP nin laboratuvar tanist MmmSC’nin
bakteriyolojik izolasyonu, niikleik asidinin PCR ile tespiti ve antikorlarinin serolojik

tespiti ile yapilir (OIE 2013a).

Direkt PCR testleri giinimiizde MmmSC tanisini oldukga kolaylastirmis olsa da,
daha once hastaligin bulunmadig1 bolgelerde etken izolasyonu ve identifikasyonunu
onerilmektedir (Nicholas ve ark. 2008). izolasyon amaciyla canli ve &lii hayvanlarin
solunum sistemlerinden Ornek toplanmasi Onerilmektedir. Ter Laak (1992),
akcigerlerden etkenin sagimindaki diizensizlikten dolayr canli hayvanlarin burun
akintilarinda mikroorganizma sayisinin biiylik Olgiide degisebilecegini bildirmistir.
Eklem tutulumunda uygun 6rnek eklem sivisidir. Mikoplazmalar ¢evresel kosullara ve
kurumaya oldukga duyarl olduklar1 i¢in, ayrica bakteriyel kontaminantlarin iiremesinin

engellenmesi i¢in orneklerin laboratuvara mikoplazmalar i¢in spesifik transport besiyeri



17

icinde gonderilmesi onerilmektedir. Ornekler laboratuvara 1-2 giin igerisinde
ulastirilabiliyorsa +4°C’ de, daha uzun siire de ulastirilabilecekse dondurulmus olarak
saklanmalidir (OIE., 2013a). Orneklerin transport besiyeri ve uygun sicaklik
kosullarinda tasinmamasit durumunda 6zellikle sicak iklim kosullarinda izolasyon

sansinin ¢ok azalacagi bildirilmistir (Anon. 2001).

MmmSC, Eaton’s medium ve Hayflick’s medium gibi yaygin kullanilan
mikoplazma besiyerlerinde kolaylikla iiremektedir (Miles ve Nicholas 1998; OIE
2013a;). Besiyerleri, mikoplazmalarin {iremesi i¢in gerekli besin maddelerinin yani sira
diger bakterilerin {iremelerini engelleyen inhibitdrler icermektedir. Orneklerin srvi
besiyeri icinde on katli diliisyonlar1 (en az bes) yapilarak hem kati hem de sivi
besiyerlerine ekim yapilmast Onerilmektedir. Diliisyon yapilmasinin  amaci
kontaminasyonlar1 azaltmak ve doku icinde bulunabilen antibiyotik ve diger dogal
mikoplazma inhibitorlerinin etkilerini en aza indirmektir (OIE 2013a). Provost ve ark.
(1987) organ oOrneklerinde bulunabilecek bu inhibitorlerin arasinda antikorlar,
komplement, lizolesitin ve lesitin’in bulundugunu bildirmistir. Arastiricilar, diliisyon
metoduyla ¢ogunlukla ikinci ve {iglincii tiiplerde kontaminasyonun elimine edildigini

belirtmektedir.

MmmSC’nin mikoplazma besiyerlerinde kolaylikla {iremesine karsin bunun bir
istisnast March ve ark. (2000) tarafindan rapor edilmistir. Arastiricilar, Botsvana’dan
izole edilen ve M375 adi verilen susun diger Afrika ve Avrupa suslarina kiyasla
besiyerlerinde ¢ok daha gii¢ iiredigini bildirmislerdir. Susun ayrica koloni morfolojisi,
immunoblotting bant profili ve biyokimyasal 6zellikler agisindan 6nemli farkliliklar:
bulundugunu saptamiglar ve biitiin bunlarin genetik delesyondan kaynaklanmis

olabilecegini belirtmislerdir.

Mikoplazma tiirleri yiikksek nem oraninda iyi {iredigi i¢in, ekim yapilan
besiyerleri mutlaka yiiksek nemli ortamda ve 37°C’de inkiibe edilmelidirler. Provost ve
ark., aerobik atmosferin MmmSC’nin tiremesi igin yeterli oldugunu ifade etse de, ¢ogu
aragtirict ve OIE inkiibasyonun mikroaerob kosullarda yapilmasmi Onermektedir
(Provost ve ark. 1987; OIE 2013a). Ureme siv1 besiyerinde bulaniklik, kat1 besiyerinde
1 mm biyiikliginde diigmeli tipik mikoplazma kolonileri seklinde gézlenir. Negatif
karar1 verebilmek i¢in 2-3 kor pasaj gereklidir (OIE 2013a).
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Izolatlarin identifikasyonu biyokimyasal testler, immunolojik testler ve PCR ile
yapilir. Rutinde immunolojik metotlar ve PCR identifikasyon icin yeterli olup
biyokimyasal testlere siipheli durumlarda basvurulmasi onerilmektedir. Ayrica, sadece
biyokimyasal testler identifikasyon ig¢in yeterli olmamaktadir. MmmSC siipheli
kiiltirlere uygulanabilen biyokimyasal tesler dijitonin duyarliligi, film-spot olusumu,
glikoz fermentasyonu, aerobik ve anaerobik tetrazolyum rediiksiyonu, arjinin hidrolizi,
fosfataz aktivitesi ve proteolitik aktivitedir (Tablo 2-3) (OIE 2013a).

Tablo 2-3: Sigir solunum sisteminden izole edilen mikoplazmalarin biyokimyasal
ozellikleri

Tiir D FS G A F P T1 T2
M. alkalescens + - — + + — - _
M. bovis + + — _ + _ + +
M. bovirhinis + - + - + + + +
M. canis + - + _ _ 4 _ ¥
M. californicum + - - - + b - +
M. canadense + — - + Z b — +
M. dispar + — + - - b + +
MmmSC + — + - — + + +
M. leachii + — + - — + + +
M. arginini + - - + - - — +
A. laidlawii - — + - - _ + +

D: Dijitonin sensitivitesi, F: Film-spot olusumu G: Glikoz fermentasyonu, A: Arjinin hidrolizi, F: Fosfataz aktivitesi,
P: Proteolitik aktivite, T1: Aerobik tetrazolyum rediiksiyonu, T2: Anaerobik tetrazolyum rediiksiyonu, b: bilinmiyor,
z: zayif reaksiyon

Etkenin molekiiler teshisi i¢in kullanilan yaygin yontem konvansiyonel ve real-
time PCR’dir. PCR testinde plora sivist ve akcigerden DNA ekstrakte edilerek MmmSC
spesifik primerler ile DNA amplifikasyonu gergeklestirilir. Alternatif olarak, sivi
besiyerinde 24-48 saat zenginlestirme yapildiktan sonra kiiltiirden PCR yapilabilir. PCR
yontemi Ozellikle antibiyotik kullanilmis hayvanlardan alinan, kotii saklama ve
gonderme kosullar1 nedeniyle kontamine olmus veya canli mikoplazma igermeyen

orneklerde etkenin saptanmasi agisindan, kiiltiire oranla daha iyl sonu¢ vermektedir
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(OIE 2013a). Egwu ve ark. (1996) ayrica az sayida etken igeren drneklerden de PCR ile
hastaligin teshisinin yapilabildigini bildirmislerdir. Serolojik testlerle kiyaslandiginda
ise, tir ici antijenik cesitlilik ve tiirler arasi1 antijenik ¢apraz reaksiyonlardan
etkilenmemesi nedeniyle molekiiler testlerin serolojik testlerden daha avantajli oldugu
bilinmektedir (Le Grand ve ark. 2004). CBPP’nin teshisi i¢in giiniimiize kadar cesitli
konvansiyonel PCR testleri gelistirilmistir. Miserez ve ark. tarafindan gelistirilen nested
PCR testinin konvansiyonel PCR testlerinden daha duyarli oldugu bildirilmistir
(Miserez ve ark. 1997). Lorenzon ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen PCR metodu ise
T1 as1 susunu diger MmmSC suslarindan ayirt edebilmektedir. Gorton ve ark. (2005)
konvansiyonel ve nested PCR testlerinin dezavantaji olan amplifikasyon sonrasi
elektroforez asamasma gereksinimini ortadan kaldiran real-time PCR testi

gelistirmislerdir.

Hastaligin teshisi i¢in kullanilan bir diger yontem infekte dokular, viicut sivilari
ve kiiltlirlere uygulanan immunolojik testlerdir. Bu amagcla floresan antikor testi,
indirekt floresan antikor testi, {ireme inhibisyon testi, agar jel immunodifiizyon,
membran filtre iizerinde dot immunobinding testi (MF-dot) ve immun peroksidaz
testleri uygulanabilmektedir. immunolojik testlerin en onemli dezavantaji, ornekte

yiiksek miktarda etkene veya antijenine ihtiyag duymasidir (OIE 2013a).

Infekte hayvanlarm kan serumlarinda antikor tespiti igin kullanilan serolojik
testler; komplement fiksasyon testi (CFT), cELISA ve immunoblotting testleridir.
Serolojik testlerin sonuglari ancak siirii seviyesinde gecerli olmaktadir. Bireysel
sonuglar, hayvanin heniiz antikor gelismeyen erken donemde veya diisiik antikor titreli
kronik dénemde olabilmesi nedeniyle yanilticidir (OIE 2013a). OIE tarafindan 6nerilen
serolojik yontemler, CFT ve cELISA’dir. Ancak Nicholas ve ark. (2008), her ikisinin de
istenilen duyarlilikta olmadiklarini bildirmistir. Marobela-Raborokgwe ve ark. (2003)
yaptiklar1 ¢alismada cELISA'nin CFT’den daha tutarli sonuglar verdigini ancak daha
diisiik duyarlilikta oldugunu saptamislardir. Bruderer ve ark. (2002) gelistirdikleri
LppQ-N proteinine dayali rekombinant indirekt ELISA’nin CFT ve cELISA kadar
duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Xin ve ark. (2007) bu ELISA’y1 CFT teknigini
kullanarak Tibet ve Cin’de yaklasik 4000 serumu test etmis ve CFT ile uyumunun iyi

oldugunu ve duyarliliginin bir miktar daha yiiksek oldugunu saptamislardir.
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CBPP’de tedavinin etkinligi halen tam olarak kanitlanmamistir. OIE tarafindan
antibiyotikle tedavi tavsiye edilmemekte ise de sahada yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunun sebebi antibiyotiklerin kronik tasiyicilara ve direngli suslarin gelismesine neden
olmasidir. Kontrol metotlar1 epidemiyolojik duruma, siiriilerin 6zelliklerine ve tilkedeki
veteriner hizmetlerinin durumuna gore se¢ilmesi Onerilmektedir. Ari bdlgelerde
karantina, hayvan hareketlerinin kontrolii, serolojik tarama ve pozitif hayvanlar ile
bunlara temasi olanlarin zorunlu kesimi tavsiye edilmektedir. Hastaligin yayilmasini
engellemede en etkili yol hayvan hareketlerinin kontroliidiir. Endemik bolgelerde
asilama 6nemli bir kontrol aracidir. Giiniimiizde sadece atteniie suslardan hazirlanan asi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan iki sus T1/44 ve Tlsr’dir. Ari ve
diisiik prevalansh bolgelerde asilama OIE tarafindan onerilmemektedir (Provost ve ark.
1987; Ter Laak 1992; OIE 2013b).

2.4. Sigirlarin Mycoplasma bovis Pnomonisi

Mycoplasma bovis (M. bovis) Avrupa ve Amerika’da en yaygin olarak saptanan
sigir mikoplazmasidir (Miles ve Nicholas 1998). Sigirlarda olusturdugu Onemli
infeksiyonlar mastit, pndmoni, artrit ve otittir (Miles ve Nicholas 1998; Nicholas ve ark.
2008). Bunun yaninda genital sistemde ve gozde infeksiyona neden olur (Miles ve
Nicholas 1998). M. bovis, sigir solunum sistemi hastaliklart kompleksine (BRD) neden
olan en 6nemli mikoplazma tiiriidiir (Nicholas ve Ayling 2003). Buzagi ve danalar yash
sigirlara gore M. bovis’e daha duyarlidir (Miles ve Nicholas 1998; Nicholas ve Ayling
2003) ve ¢ogu kez Histophilus somni, Mannheimia haemolytica ve Pasteurella
multocida gibi diger bakteriyel etkenlerle birlikte izole edilir (Miles ve Nicholas 1998).

M. bovis, Mycoplasma cinsinin genel 6zelliklerini tasir. Hiicreler kokoidden kisa
filamentlere kadar degisik sekillerde olabilir. Hareketsizdir, biyofilm olusturur ve cogu
mikoplazmaya gore ¢evresel kosullara daha dayaniklidir. Kat1 besiyerinde tipik sahanda
yumurta goriiniimlii ve bilyiik diigmeli koloniler olusturur. Ideal iireme sicaklig
37°C’dir. M. agalactiae ile ortak yiizey antijenlerine sahiptir ve bu durum serolojik
testlerde sorun olusturmaktadir. Birbiriyle yakin iliskili bu iki tiirii ayirt edebilen

molekiiler testler gelistirilmistir (Nicholas ve ark. 2008; Krieg ve ark. 2010).

M. bovis birkag istisna disinda sadece sigirlardan izole edilmektedir (Nicholas ve
ark. 2008). Bulasma solunum salgilariyla ¢ikan etkenlere direkt veya indirekt temas ile

olur. Mastitli ineklerin siitiiyle, ayrica solunum salgilariyla kontamine gida ve suyun
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tiiketimi seklinde sindirim yolu ile bulasma sekillenmektedir (Maunsell ve ark. 2011).
Aragtiricilar etkenin kolonize oldugu ve sacildig1 primer viicut bolgelerinin tist solunum
yollari mukozasi ve meme bezi oldugunu bildirmislerdir (Bennett ve Jasper 1977;
Punyapornwithaya ve ark. 2010). Woldehiwet ve ark. (1990) M. bovis’in solunum
sisteminden sac¢ilimini tagima, kalabalik, besiye alinma ve soguk gibi stres faktorlerinin
arttirdigin1  rapor etmislerdir. Pfutzner (1990), infekte sigirlarin etkeni solunum
yollarindan yillarca sa¢tigin1 ve bu sekilde hastalik i¢in rezervuar olusturduklarini
bildirmistir. Maunsell ve ark. infeksiyonun siirii i¢inde devamliligindan ve duyarli
stiriilere girisinden biiyiik Ol¢ide M. bovis’i aralikli olarak sagan kronik infekte
hayvanlarin sorumlu oldugunu ifade etmislerdir (Maunsell ve ark. 2011). Buzagilarda
onemli bir bulagma yolu M. bovis ile infekte siitle beslenmedir. Bennett ve Jasper
(1977) tarafindan yapilan bir ¢aligmada infekte siit ile beslenen buzagilarin burun
mukozalarinin kolonizasyon orani infekte olmayan siitle beslenenlerinkinden ¢ok daha

yiiksek bulunmustur.

M. bovis infeksiyonlar1 tiim diinyada goriilmektedir. M. bovis’in gergek
prevalansinin diisiiniilenden fazla oldugu tahmin edilmektedir. Bunun sebebi pndmoni
vakalarindan ko-infeksiyon olusturan diger bakteriyel etkenlerin kolayca izole edilmesi
ve ¢ogu laboratuvarin pndmonilerde rutin mikoplazma kiiltiirii yapmamasidir (Nicholas
ve ark. 2008). Tiim Avrupa’da sigir pndmonileri nedeniyle yilda 576 milyon € kayip
oldugu agiklanmigtir. Bunun {igte birinin M. bovis nedeniyle meydana geldigi tahmin
edilmektedir. ABD’de M. bovis’in solunum yolu infeksiyonlarinin yillik maliyetinin,
sadece canli agirlik artisinda ve karkas agirligindaki diisiis hesaplandiginda 32 milyon
USD oldugu bildirilmistir (Nicholas ve Ayling 2003).

Ulkemizde sigir pnémonilerinde M. bovis’in tespiti amaciyla ¢ok az sayida
calisma yapilmistir. 2008 yilinda rapor edilen bir ¢aligmada 8 pndmonili sigir
akcigerinin 4’iinde ve klinik hastalik bulunan siiriilerden alinan 16 adet svabin 13’tinde
etken saptanmistir (Cetinkaya ve ark. 2008). Etken, 2009 yilinda 100 pnémonili sigir
akcigeri iizerinde yapilan bir calismada 4 ornekte (Ozen ve ark. 2009) ve baska bir
calismada bir buzag yetistirme {initesinden alinan 43 pndmonili akcigerin tiimiinde
saptanmistir (Ozdemir ve ark. 2009). Ulkemizde M. bovis’in varliginin arastirilmasina
yonelik yapilan az sayidaki ¢alismaya ragmen bunlarin tamiminda M. bovis cesitli

oranlarda tespit edilmistir.
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Hastaligin dogal seyrinde inkiibasyon siiresini belirlemek gligtiir. Caswell ve
Archambault hastalikli buzagilarla bir araya getirilen saglikli buzagilarda 2 hafta sonra
hastalik gelistigini bildirmistir (Caswell ve Archambault 2007). Stipkovits ve ark.
(2000) olusturduklar1 deneysel infeksiyonda klinik belirtilerin 8-10 giin sonra ortaya
ciktigini rapor etmis, Pfutzner (1990) ise inkiibasyon siiresini 2-6 giin olarak

saptamistir.

M. bovis pnomonisi her yastaki sigirda goriilebilmektedir (Maunsell ve ark.
2011). Klinik belirtiler non-spesifik olup baslica Oksiiriik, hizli solunum, solunum
giicliigii, hafif ates, depresyon, istahsizlik, zayiflama, goz akintis1 ve artrit gozlemlenir
(Caswell ve Archambault 2007; Nicholas ve ark. 2008). Hastalik antibiyotik tedavisine
cevap vermez ve kroniklesme egilimindedir (Aiello ve Moses 2013). Klinik bulgular
diger pnomonilerdekilerle ayni olsa da topallik, tedaviye diren¢ ve kroniklesme, M.
bovis pnoémonisini akla getirir (Caswell ve Archambault 2007). Pfiitzner ve Sachse
(1996) Pastorellalar, Stafilokoklar ve Streptokoklar ile sekonder infeksiyon gelismesi
durumunda pnémoninin siddetinin arttigin1 ve tedaviye cevabin daha da azaldigini
bildirmistir. Artrit sekillendigi durumlarda klinik bulgu olarak topallik, bir veya daha
¢ok eklemde agr1 ve vakalarin yalnizca bazilarinda eklemlerde sislik gézlenir (Caswell
ve Archambault 2007). Bazi vakalarda solunum sistemi bulgularina otitis media eslik
eder (Maunsell ve ark. 2011). Caswell ve ark. (2010) besiye alinan 12.039 buzaginin
158’inde (%1,3) kronik solunum hastalig1 sekillendigini, bunlarin %39’unda artrit
gelistigini ve %40’ min ortalama 2 hafta i¢cinde oldiiglinii yada Otanazi yapildigini
bildirmistir.

Nekropside, akcigerdeki patolojik bulgular interstisyel pnomoni, lenfo-
histiositik bronsit, kataral bronkopndmoni veya kazedz ve koagiilatif nekrozlu kronik
bronkopnémonidir (Nicholas ve ark. 2008; Aiello ve Moses 2013). Maunsell ve ark.
(2011) ayrica bazi1 vakalarda akut veya kronik fibrinli plorit sekillendigini bildirmistir.
M. bovis infeksiyonundaki en yaygin lezyon tipinin kronik kazeo-nekrotik pndmoni
oldugu rapor edilmistir. Cogunlukla lezyonlar kranioventral yerlesimlidir ve c¢ift
taraflidir. Toplam akciger dokusunun %20-%90°1 hastaliktan etkilenebilir (Caswell ve
ark. 2010). Caswell ve Archambault (2007), nadiren de olsa patolojik lezyonlarin tek
tarafli olarak akcigerin orta ve kaudal loblarinda bulunabildigini, bu durumda hastaligin

CBPP ile karisabilecegini bildirmistir.
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Histopatolojik muayenede; bronglar, bronsioller, alveoller veya interlobiiler
septada eoziofilik materyal ile dolu kazeonekrotik odaklar dikkati ¢eker. Lezyonlarin
periferinde nekrotik ve canli makrofajlar ile daha az sayida noétrofiller mevcut olup
ayrica lenfosit ve makrofajlart da barindiran fibréz kapsil yer alir.
Immunohistokimyasal metotlarla yapilan ¢alismalarda, M. bovis antijeninin en yogun
olarak bu nekrotik odaklarin kenarinda, makrofajlarin iginde veya serbest olarak
bulundugu bildirilmistir. Arastiricilar ayrica mikroorganizma antijenini daha az
yogunlukta ayni bolgedeki nétrofillerin sitoplazmasinda, 6demat6z alveollerde ve silyali
trakeobronsial epitel hiicreler arasinda gozlemislerdir (Caswell ve ark. 2010). Thomas
ve ark. (1986) tarafindan 7 gnotobiyotik buzagida olusturulan deneysel infeksiyonda
buzagilarin tamaminda akciger patolojisi gelismis ve bir buzagida konsolide alan

akciger ylizeyinin %37 sini kaplamistir.

Klinik ve patolojik bulgular spesifik olmadigindan teshis icin laboratuvar
muayenesi gerekir. Alinmasi gereken Ornekler akciger, bronkoalveolar lavaj sivisi,
burun svabi ve serumdur (Nicholas ve ark. 2008). Thomas ve ark. (2002b) canli
hayvanlarda, elde edilmesi zor olmasina ragmen bronkoalveolar lavaj sivisinin burun
svabina kiyasla akcigerdeki infeksiyonu daha dogru bir sekilde yansittigini rapor
etmistir. Calismada 20 hayvandan alinan bronkoalveolar lavaj sivisi ve burun Svabi
kiiltiir sonuglari ile nekropsiden sonra yapilan akciger kiiltiirii karsilastirilmistir. Ayrica
49 hayvana ait bronkoalveolar lavaj sivis1 ve burun svabi kiiltiir sonuglari ile solunum
sistemine iliskin klinik bulgular arasindaki uyum arastirilmistir. Iki calismada da
bronkoalveolar lavaj sivisinin canli sigirlarda hastaligi tespit etmek ig¢in uygun 6rnek

oldugu sonucuna varilmstir.

Inceleme &rneklerinin MmMmSC’de oldugu gibi transport besiyeri igerisinde
gonderilmesi, 1-2 giin i¢in +4°C’de, daha uzun siire i¢in dondurulmus olarak saklanmasi
onerilmektedir (Miles ve Nicholas 1998). Arastiricilar, soguk kosullarda saklanmig olsa
bile saatler igerisinde ekilmemis Orneklerin izolasyon oranlarinin 6nemli o6lgiide

diistiiglinii rapor etmistir (Maunsell ve ark. 2011).

Solunum sistemi 6rneklerinden M. bovis’in izolasyonunun sensitivitesine iligkin
kantitatif veri bulunmasa da Caswell ve ark. (2010) kiltiiriin hastaligin teshisi igin
duyarli bir yontem oldugunu bildirmistir. Ayrica Maunsell ve ark. (2011) o6rnek

alinmas1 ve tasinmasmin optimum kosullarda yapilmast ve uygun laboratuvar
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tekniklerinden faydalanilmasi ile kiiltiir yonteminin duyarliliginin artirilabilecegini
bildirmislerdir. M. bovis yaygin kullanilan mikoplazma besiyerlerinde kolaylikla
iremektedir. Uygun besiyeri bilesimi ve kiiltiir teknigi MmmSC’de oldugu gibidir
(Miles ve Nicholas 1998). izolatlarin identifikasyonu biyokimyasal testler, immunolojik
testler ve PCR ile yapilmaktadir (Miles ve Nicholas 1998; Nicholas ve ark. 2008) ancak
Maunsell ve ark. (2011) identifikasyon i¢in molekiiler metotlari nermektedir. M. bovis
stipheli kiiltiirlere uygulanabilen biyokimyasal testler dijitonin duyarliligi, film-spot
olusumu, glikoz fermentasyonu, aerobik ve anaerobik tetrazolyum rediiksiyonu, arjinin
hidrolizi, fosfataz aktivitesi ve proteolitik aktivitedir (Tablo 2-3) (Nicholas ve Ayling
2003).

PCR teknigi hem Kkiiltiirlerden M. bovis’in identifikasyonu hem de direkt
inceleme Orneklerinden etkenin saptanmasi amaciyla kullanilir. Arastiricilar uzun siire
saklanmis orneklerde direkt PCR’1n kiiltiirden daha iyi sonu¢ verdigini bildirmiglerdir
(Maunsell ve ark. 2011). M. bovis i¢in gelistirilen ilk PCR testleri 16S rDNA genini
cogaltmakta ve M. agalactiae ile gapraz reaksiyon vermekte idi (Pfiitzner ve Sachse
1996). Fakat sonradan Frey ve ark. (1999) tarafindan gelistirilen, uvrC genine dayali
PCR bu sorunu ortadan kaldirmistir. Benzer sekilde, sonradan gelistirilen polC ve
oppD/F PCR testleri etkenin saptanmasinda ve M. agalactiae’dan ayirt edilmesinde
basartyla kullanilmaktadir (Hotzel ve ark. 1996; Marenda ve ark. 2005). Son olarak
yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahip real-time PCR testleri gelistirilmistir (Cai ve ark.
2005; Sachse ve ark. 2010).

M. bovis DNA’sinin 6rneklerden direkt tespiti amaciyla kullanildigi durumlarda
PCR testlerinden degisen oranlarda sensitivite degerleri elde edilmektedir. Hotzel ve
ark. (1999), 10 CFU/mI’nin altinda mikoplazma igeren érneklerde PCR’mn ¢ogunlukla
negatif sonug verdigini bildirmistir. Caswell ve Archambault (2007), molekiiler testlerin
Ozellikle mikoplazma izolasyonunu giiglestirecek durumlarda (kontaminasyon,

antibiyotik uygulamasi ve eski 6rnekler) uygun segenek olacagini bildirmektedir.

M. bovis lipid ve protein antijenlere sahiptir ve bunlara karsi olusan antikorlar
aylarca kanda kalmaktadir. Serolojik testler tarama amaciyla uygun olsa da pek ¢ok
bolgedeki yiiksek seroprevalans hasta hayvanlarin tespiti i¢in kullanilmalarim
giiclestirir. Ayrica antikor titreleri ile hastalia bagisiklik arasinda korelasyon

bulunmamaktadir (Caswell ve Archambault 2007). Serolojik teshiste kullanilan en
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yaygin metot tiim hiicre antijeninin kullanildig1 indirekt ELISA’dir. Giiniimiizde gesitli
ticari ELISA kitleri mevcuttur. Ghadersohi ve ark. (2005) monoklonal antikorlarin
kullanildig1  bloking ELISA testi gelistirmisler ve bu metodun spesifite ve
sensitivitesinin  olduk¢a  yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Etkenin spesifik
antijenlerinden faydalanan diger ELISA testleri ise Brank ve ark. (1999) tarafindan
gelistirilen VspA ELISA ile Robino ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen ve bir

membran lipoproteininden yararlanan ELISA’dur.

Antibiyotik tedavisi ile etkili sonug¢lar alinamasa da pratikte yaygin olarak
uygulanmaktadir. Tedavide kullanilan antibiyotikler arasinda tylosin, florokinolonlar,
tilmikosin ve tetrasiklinler yer almaktadir. M. bovis’in antibiyotik duyarliligini
belirlemek igin pek ¢ok in vitro ¢alisma yapilmistir (Nicholas ve ark. 2008). Son
yillardaki veriler Avrupa ve Kuzey Amerika suslarinin oksitetrasiklin, tilmikosin ve
spektinomisin basta olmak {izere mikoplazma infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
ajanlara kars1 direnglerinin arttigini gostermektedir (Ayling ve ark. 2000; Francoz ve
ark. 2005). In vitro calismalarda genellikle florokinolonlara kars1 direng bulgusu elde
edilemese de Ingiltere’de yapilan bir calismada buzagilara hastaligin baslangicindan
itibaren 3 ay siireyle uygulanan florokinolon tedavisinin olumlu sonug¢ vermedigi
bildirilmistir (Nicholas ve ark. 2006). Sahada antibiyotik tedavisinin basarisizligini
gosteren bir baska c¢alismada %80 oraninda M. bovis ile infekte besi sigirlarinda

antibiyotik uygulamasina cevap alimamamistir (Haines ve ark. 2001).

Hastaligin tedavisi gii¢ oldugundan korunma tedbirlerine 6nem verilmesi
onerilmektedir. Korunma i¢in en etkili yolun kapali siirii olusturulmasi, bu miimkiin
degilse siirliye katilan hayvanlarin test edilip karantinaya alinmasi oldugu

bildirilmektedir (Maunsell ve ark. 2011).

Giiniimiize kadar M. bovis infeksiyonlarindan asi ile korunmada etkili sonug
elde edilememistir. Saha etkinliklerine iliskin veri bulunmasa da halen ABD’de
solunum sisteminin M. bovis infeksiyonlarindan korunmak igin ¢esitli ticari asilar
piyasada bulunmaktadir. Avrupa’da ise ticari asi mevcut degildir (Maunsell ve ark.
2011). Nicholas ve ark. (2008) mevcut asilar arasindan etkinligi en yiliksek olaninin

otojen asilar oldugunu bildirmistir.
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2.5. Sigir Solunum Sisteminden izole Edilen Diger Mikoplazmalar

Sigirlarda pnomoni ile iliskili bulunmus diger tiirler; M. dispar, M. canis, M.
californicum, M. alkalescens, M. canadense, M. bovirhinis ve M. leachii’dir (Nicholas
ve ark. 2008; Krieg ve ark. 2010).

M. bovirhinis ilk kez 1967 yilinda sigirlarin iist solunum yollarindan izole
edilmistir. Ilk izolasyonundan bu yana tiim diinyada hem saglikli hem de hasta sigir ve
mandalarin iist ve alt solunum yollarindan izole edilmektedir. Cogunlukla diger
patojenlerle birlikte bulunmakta ve bu nedenle sadece siiperinfeksiyon yaptigi ileri
stirilmektedir. M. bovirhinis’in teshis acgisindan o6nemli yonii mikoplazma
besiyerlerinde kolayca iireyerek M. bovis gibi daha patojen mikoplazma tiirlerinin

izolasyonunu giiglestirmesidir (Nicholas ve ark. 2008; Krieg ve ark. 2010).

Sigirlarda M. canis simdiye kadar 4 iilkeden bildirilmistir (Kanada 1974,
Hollanda 1993, ingiltere 1995 ve Belgika 2002) ancak son yillarda izolasyon
oranlarinda artis goriilmektedir. Sigirlarda solunum sistemi hastaligina yol agtigina dair
gliclii deliller bulunmaktadir. Biyokimyasal 6zellikleri M. bovirhinis’e benzediginden
cesitli caligmalarda M. bovirhinis olarak rapor edilen bazi tiirlerin M. canis olabilecegi
ileri siiriilmiistiir. ki tiir biyokimyasal olarak benzer olsa da serolojik olarak yakin

iliskili degildir (Nicholas ve ark. 2008).

M. alkalescens ilk kez 1963 yilinda Avustralya’da sigirlarin burun boslugundan
izole edilmistir. Avrupa ve Kuzey Amerika kitalarinda goriilmektedir. Besiyerine arjinin
ilavesi ile daha 1iy1 lirer ve arjininden alkalik tiriinler olusturur. Arjinini fermente eden
pek ¢ok mikoplazma tiirli ile ortak yiizey antijenlerine sahiptir fakat bu durumun
yalnizca M. arginini’nin ayirici teshisinde sorun olabilecegi ileri siiriilmistiir (Tully ve

Whitcomb 1979; Nicholas ve ark. 2008; Krieg ve ark. 2010).

M. californicum esas olarak sigirlarda purulent mastit etkeni olup pnémoni ile de
iliskilendirilmistir. Avrupa ve ABD’de goriilmektedir. Hiicreler kokoidden filamentoze
kadar degisik sekillerde olabilir. M. californicum’un hareket durumu belirlenmemistir.
Kolonilerinin diigme kismu kiigiik fakat belirgindir. ideal {ireme sicakligi 37 °C’dir

(Nicholas ve ark. 2008; Krieg ve ark. 2010).

M. canadense Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygindir. Sigirlarda baslica mastit

ve artrit etkenidir, ayrica pndmoniye yol actigt diisliniilmektedir. Hiicre morfolojisi
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kokoid-kokobasiller seklindedir. Besiyerine arjinin ilavesi ile daha iyi iirer (Nicholas ve
ark. 2008; Krieg ve ark. 2010).

M. leachii sigirlarda baslica mastit ve artrite neden olur ancak pnémoniye yol
actig1 da diisiiniilmektedir. ilk kez 1967 yilinda Avustralya’da izole edilmistir ve
giiniimiizde Avustralya ve Isvigre’de yaygindir. Hareketsiz olup pleomorfik morfolije
sahiptir. Besiyerlerinde hizli iirer ve kati besiyerinde tipik sahanda yumurta
goriiniimiinde koloniler olusturur. M. leachii, M. mycoides cluster tiyesidir. Bunun
sonucu olarak CBPP etkeni MmmSC’nin teshisinde problem olusturur (Tully ve
Whitcomb 1979; Nicholas ve ark. 2008; Krieg ve ark. 2010).

M. dispar ilk kez 1970 yilinda tanimlanmistir. Diinyanin ¢ogu bdlgesinden
bildirilmis olsa da yalmizca Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygmdir. M. dispar
cogunlukla diger patojenlerle birlikte pndomoniye neden olur. Etken kapsiillii olup
kolonileri graniillii ve genellikle diigmesizdir (Nicholas ve ark. 2008; Krieg ve ark.
2010).

Sigir solunum sisteminden patojen mikoplazmalarin yani sira M. arginini ve
Acholeplasma laidlawii (A. laidlawii) gibi apatojen tiirler de izole edilmektedir. Bu
tiirlerin laboratuvar teshisi agisindan esas 6nemi, karigik kiiltiirlerde daha hizli tireyerek
patojen tiiriin saptanmasimi zorlastirmalaridir. {1k kez 1968 yilinda izole edilmis olan M.
arginini, giiniimiizde insan ve ¢ok cesitli evcil ve yabani memeli tiirlerinde yaygin
olarak izole edilmektedir. Rapor edildigi tiirler arasinda koyun, ke¢i, domuz, at, kopek,
kedi, aslan, deve, fare, vasak, ¢ita ve dag kegisi yer alir. M. arginini baslica kokoid
formda bulunur. Hareket durumu bilinmemektedir. Koloniler ya tipik sahanda yumurta
goriiniimiinde ya da graniiler yapidadir. Besiyerine arjinin ilavesi ile daha iyi iirer. Ideal
tireme sicakligr 37 °C’dir. M. arginini’nin degisik ¢evresel kosullara diregli oldugu
bilinmektedir (Nagatomo ve ark, 2001; McAuliffe ve ark. 2005; Nicholas ve ark. 2008;
Krieg ve ark. 2010).

A. laidlawii insan, ¢ok ¢esitli hayvan tiirleri, artropodlar ve bitki yiizeylerinin
yani1 sira dogadan da izole edilebilmektedir. A. laidlawii, Acholeplasmatales takiminda
yer alir ve tip tiirdlir. Bu takimin ayirt edici Ozellikleri liremeleri i¢in serum ve
kolesterole ihtiya¢c duymamalari; insan, omurgali hayvanlar ve artropodlar gibi ¢ok

cesitli habitatlarda bulunmalaridir. Diger pek c¢ok ozellikleri agisindan Mycoplasma
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cinsine benzerler. Acholeplasma cinsi Mycoplasma cinsinden dijitonine duyarli

olmamalariyla ayirt edilir (Krieg ve ark. 2010).

A. laidlawii hiicreleri gogunlukla filamentler seklinde goriiliir. Serum igeren kati
besiyerinde tipik sahanda yumurta goriiniimiinde koloni olusturur fakat koloniler diger
mikoplazmalara gore biiyiiktiir. Serumsuz kati besiyerinde ise koloniler daha kiigiiktiir
ve bazen sadece diigme kismi sekillenir. Sivi besiyerinde Mycoplasma cinsine kiyasla
daha yogun bulaniklik olusturur. 20-41 °C arasi sicakliklarda iireyebilse de en uygun

inkiibasyon sicaklig1 37 °C’dir (Krieg ve ark. 2010).

2.6. 16S rDNA PCR ve Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi

Denatiire edici gradient jel -elektroforezi (DGGE), PCR iiriinlerininin
sekanslarina gore denatiire edici jel “gradient”inde ayrilmasi prensibine dayali bir
molekiiler parmak izi yoOntemidir. Yontem teorik olarak DNA’daki tek baz
mutasyonlarini tespit edebilecek hassasiyettedir (Fischer ve Lerman 1983; Cotton ve
ark. 1999). Metot, denatiire edici kimyasallarla birbirinden ayrilan komplementer DNA
iplik¢iklerinin jelde gogiiniin durmasi prensibine dayanir. Bantlarin jelde gécii DNA
segmentinin denatiirasyon davranisina gore sekillenir. Cift iplik¢ikli amplikon, jelde
gocii boyunca artan konsantrasyonda kimyasal denatiire ediciye (gradient) maruz kalir
ve baz dizisi tarafindan belirlenen bir noktada denatiirasyon gergekleserek go¢ durur.
Bu da degisik bant profillerinin olusumuna yol acar (McAuliffe ve ark. 2005; Walker ve
Rapley 2005). Yontem, mikrobiyel ekolojide gesitlilik analizlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Muyzer 1999) ancak patojen mikroorganizmalarin identifikasyonunda

kullanim1 azdir ve yaklasik on bes yillik gegmisi vardir (McAuliffe ve ark. 2005).

McAuliffe ve ark. (2005) tarafindan mikoplazmalarin identifikasyonu igin
gelistirilen ve bu g¢alismada yararlanilan 16S rDNA PCR/DGGE metodu ile; ilk
asamada 16S rDNA geninin yaklagik 200 bp’lik bir kismi1 mikoplazma spesifik perimer
cifti ile cogaltilmakta, ikinci asamada DGGE ile amplikonun baz dizilerine gore

ayrilmasi saglanarak tiir seviyesinde identifikasyon gercgeklestirilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Ornekler

Calismada Ocak 2012 ile Aralik 2013 tarihleri arasinda Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii Mycoplasma Referans Teshis Laboratuvarina génderilen pnémoni
lezyonlu 137 sigir akcigeri ve Istanbul Tuzla mezbahasinda kesilen sigirlara ait
pndémoni lezyonlu 63 akciger (toplam 200 akciger) 6rnegi incelendi. Mezbahadan alinan
ornekler aseptik olarak mikoplazma transport besiyeri igeren siselere konuldu ve
laboratuvara getirildi. (Miles ve Nicholas 1998). Akcigerlerinin alindig1 hayvana ait yas,

cinsiyet ve geldigi bolge bilgileri miimkiin oldugu durumlarda kaydedildi (Tablo 3-1).

3.1.2. Kiiltiir

3.1.2.1. Besiyerlerinde Kullamlan Stok Soliisyonlar
Maya ekstrakt1 Soliisyonu (%25)

25 g maya ekstrakt1 (BD, 211929) 100 ml distile su i¢inde eritildi, 0,2 pm’lik
seliiloz asetat filtreden (Schleicher and Schuell, 10462200) siiziilerek sterilize edildi ve
-20 °C’de sakland1 (Miles ve Nicholas 1998).

Talyum Asetat Soliisyonu (%10)

10 g talyum asetat (Sigma, T8266) 100 ml distile su i¢inde eritildi, 0,2 pm’lik
seliiloz asetat filtreden (Schleicher and Schuell, 10462200) siiziilerek sterilize edildi ve
+4 °C’de sakland1 (Miles ve Nicholas 1998).

Penisilin G Soliisyonu (200.000 1U/ml)

1,25 g penisilin G (Applichem, A1837) 10 ml distile su i¢inde eritildi, 0,2
pum’lik seliiloz asetat filtreden (Schleicher and Schuell, 10462200) siiziilerek sterilize
edildi ve +4 °C’de saklandi (Miles ve Nicholas 1998).



Tablo 3-1: Orneklerin alindig hayvanlarla ilgili bilgiler

Laboratuvara gelen Mezbahadan alinan

Cinsiyet Erkek 51 63
Disi 45 0
Bilgi edinilemedi 41 0
TOPLAM 137 63
Yas 0-1ay 9 0
1-3ay 37 0
3-6 ay 9 0
6-12 ay 41 0
1-2 yas 13 63
Bilgi edinilemedi 28 0
TOPLAM 137 63
il Balikesir 50 0
Istanbul 25 13
Kocaeli 12 27
Edirne 11 0
Canakkale 9 0
Bursa 5 0
Sakarya 5 23
Kirklareli 4 0
Adana 3 0
Konya 3 0
Tekirdag 3 0
Kars 2 0
Sivas 2 0
Aydin 1 0
Van 1 0
Yalova 1 0

TOPLAM 137

(o))
w
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Fenol Kirmizisi Soliisyonu (%1)

1 g fenol kirmizist (Merck, 1.07241.0025) 100 ml distile su i¢inde eritildi, 0,2
um’lik seliiloz asetat filtreden (Schleicher and Schuell, 10462200) siiziilerek sterilize
edildi ve +4 °C’de saklandi (Miles ve Nicholas 1998).

Glikoz Soliisyonu (%50)

50 g glikoz (Sigma G8270) distile su icinde eritilerek 100 ml son hacime
tamamlandi. 0,2 um’lik seliiloz asetat filtreden (Schleicher and Schuell, 10462200)
stiziilerek steril edildi ve +4 °C’de sakland1 (Miles ve Nicholas 1998).

3.1.2.2. Besiyerleri

Mezbahadan alinan o6rneklerin tasinmasi icin mikoplazma transport besiyeri
kullanild1 (Miles ve Nicholas 1998). ilk ekim ve pasajlar icin kat1 ve sivi “modifiye
Hayflick’s medium” (Whitford ve ark. 1999) kullanildu.

Mikoplazma Transport Besiyeri

Kalp infiizyon broth (Fluka, 05121) 250

Distile su 70 ml
Maya ekstrakt soliisyonu (%25) 10 ml
At serumu (Life Technologies, 16050) 20 ml
Talyum asetat soliisyonu (%10) 0,2 ml
Penisilin G soliisyonu (200.000 IU/ml) 0,5ml

Tiim malzemeler uygun miktarlarda tartildi, distile su igerisinde eritildi ve
homojen hale getirilen karistmin pH’st 7,6’ya ayarlandi. Besiyeri 0,2 um’lik seliiloz
asetat filtreden (Schleicher and Schuell, 10462200) siiziilerek steril edildi ve +4 °C’de

saklandi.
Sivi Modifiye Hayflick’s Medium

Birinci Kisim:
PPLO broth (BD, 255420) 219
Distile su 1000 ml

Fenol kirmizisi soliisyonu (%1) 2ml
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Tiim malzemeler uygun miktarlarda tartildi, distile su icerisinde eritildi ve
karistmin pH’s1 7,4’e ayarladi. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 20 dakika siireyle steril
edildi ve 56 °C’ye sogutuldu.

Ikinci Kisim:

Birinci kisim 75 ml
At serumu (Life Technologies, 16050) 15 ml
Maya ekstrakti soliisyonu (%25) 10 ml
Glikoz soliisyonu (%50) 0,2 ml
Penisilin G soliisyonu (200.000 IU/ml) 0,5 mi
Talyum asetat soliisyonu (%10) 0,2 mi

Kapakli sigelere 9’ar ml paylastirilan besiyerleri, kullanilincaya kadar +4 °C’de

saklandi.
Kat1 Modifiye Hayflick’s Medium

Birinci Kisim:

PPLO broth (BD, 255420) 1,47 ¢
Distile su 70 ml
Purified agar (Oxoid, LP0028) 0,89

Tim malzemeler uygun miktarlarda tartildi, distile su igerisinde eritildi ve
karistmin pH’s1 7,4’e ayarladi. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 20 dakika siireyle steril

edildi ve 56 °C’ye sogutulup ikinci kisim ilave edildi.

ikinci Kisim:

Birinci kisim 70 ml
At serumu (Life Technologies, 16050) 15 ml
Maya ekstrakti soliisyonu (%25) 10 ml
Glikoz soliisyonu (%50) 0,2 mi
Penisilin G soliisyonu (200.000 IU/ml) 0,5 mi
Talyum asetat soliisyonu (%10) 0,2 mi

Hazirlanan besiyeri petri kutularina dokiiliip kullanilincaya kadar +4 °C’de

saklandi.
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3.1.3. Standart Suslar

Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Mycoplasma Referans Teshis Laboratuvari
sus koleksiyonunda bulunan Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC (B103
Portekiz), Mycoplasma bovis (NCTC 10131), Mycoplasma canis (NCTC 10146),
Mycoplasma californicum (NCTC 10189), Mycoplasma alkalescens (NCTC 10135),
Mycoplasma canadense (NCTC 10152), Mycoplasma bovirhinis (NCTC 10118),
Mycoplasma leachii (NCTC 10133), Mycoplasma bovigenitalium (NCTC 10122),
Mycoplasma arginini (NCTC 10122) ve Acholeplasma laidlawii (NCTC 10116)

standart suslar1 kullanildu.

3.1.4. Molekiiler Calismalar

3.1.4.1. DNA Ekstraksiyonu
Standart suslarin ve ¢alismada izole edilen mikoplazmalarin DNA ekstraksiyonu

icin High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, 11 796 828 001) kullanild:.
DNA ekstraksiyon Kiti Icerigi:

Binding Buffer, Proteinaz K, Inhibitor Removal Buffer, Wash Buffer, Elution
Buffer, Filtreli tiip, Toplama tiipii.

3.1.4.2. 16S rDNA PCR ve Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi
16S rDNA PCR

Forward primer (GC-341F): 5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG (IDT, Coralville, lowa,
ABD), Reverse primer (R543): 5-ACC TAT GTA TTA CCG CG (IDT, Coralville,
lowa, ABD), 10x PCR buffer (Fermentas, EP0402), MgCl, (Fermentas, EP0402), dNTP
karisimi (Fermentas, R0192), Tag DNA polimeraz (Fermentas, EP0402), Molekiiler
grade su (Multicell, 809-115-LL), pozitif kontrol olarak Mycoplasma bovis’ten
ekstrakte edilmis DNA kullanildi.

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, A9539) 49
10X Tris-Borate-EDTA buffer (Sigma, T4415) 10 ml
Distile su 180 ml
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Tiim malzemeler karistirildi ve mikrodalga firinda (Beko) eritildi, 60 °C’ye
sogutuldu ve igerisine 0,5 pg/ml etidyum bromiir (Sigma, E1510) ilave edildi.
Hazirlanan jel, taraklar1 uygun olarak yerlestirilmis kalip tepsisine dokiildii.
Katilastiginda 0,5X Tris-Borate-EDTA buffer (Sigma, T4415) doldurulmus elektroforez

tankina yerlestirildi.

6 X yikleme soliisyonu (Fermentas, R0621), DNA marker (Fermentas,
SM1273)

Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi

Universal Mutation Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California,
ABD), Polyacrylamide (Merck, 8.00830.1000), Bis (Sigma, 146072), Ure (Sigma,
U6504), Deiyonize formamid (Ambion, AM9342), TEMED (Sigma, T7024),
Amonyum persiilfat (Sigma, A3678), 50X Tris-Acetic Acid-EDTA buffer (Bio-Rad,
161-0773), 6X yiikleme soliisyonu (Fermentas, R0621), 10.000X SYBR Gold (Life
Technologies, S-11494) kullanildi.

3.1.4.3. M. bovis Spesifik PCR

Forward primer (MBPol-6F): 5’-TAT CGA GCC TTT GAT GTC GTT TAC
ACT A (IDT, Coralville, lowa, ABD),Reverse primer (MBPol-8R): 5’-TAA TAT CAT
CTG CTT TTG AAT GG (IDT, Coralville, lowa, ABD), 10x PCR buffer (Fermentas,
EP0402), MgCl, (Fermentas, EP0402), dATP (Fermentas, R0181), dTTP (Fermentas,
R0181), dCTP (Fermentas, R0181), dGTP (Fermentas, R0181), Tag DNA polimeraz
(Fermentas, EP0402), Molekiiler grade su (Multicell, 809-115-LL). Pozitif kontrol
olarak Mycoplasma bovis’ten ekstrakte edilmis DNA.

3.1.5. Diger Gerecler

UV transilliminator (Wisd), Thermal cycler (Thermo), 1,5 ml kapakli DNaz ve
RNaz’dan arindirilmis mikrosantrifiij tiipleri (Axygen), Mikrosantrifiij (Hetttich), 0,2 ml
lik ince ¢eperli DNaz ve RNaz’dan arindirilmig PCR tiipleri (Greiner Bio-One),
Otomatik mikropipet (0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 ul, Thermo), DNaz, RNaz’dan
arindirtlmig  filtreli pipet uglart (Greiner Bio-One), Vorteks (IKA), Agaroz jel
elektroforez sistemi (Thermo), Gii¢ kaynagi (Thermo), Absoliit etil alkol (Applichem,
A3678), Isopropanol (Sigma, 190764), PBS (Roche, 11666789001), Dijital fotograf
makinesi (Olympus, OMD E-M10) kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kiiltiir

Steril makas ve pens yardimiyla, akcigerlerin lezyonlu ve saglam dokularinin
kesistigi kisimlardan alman yaklasik 1 cm® akciger parcasi, havanda steril kum ve sivi
besiyeri ilavesi ile ezildi. Elde edilen homojenizattan 9’ar ml modifiye Hayflick’s sivi
besiyerinde 10°®>ya kadar on katli diliisyonlar: yapilarak ekimler gerceklestirildi. Ayrica
Modifiye Hayflick’s agarlar 6 esit pargaya ayrildi ve diliisyonlar1 yapilmis ekimlerden
kat1 besiyerlerine damlatildi. Sivi ve kat1 kiiltiirler 37 °C’de %5 CO;’li ortamda inkiibe
edildi. Mikoplazmalar tiremeleri i¢in gereksinim duyduklar yiiksek nemi saglayabilmek
amactyla etiiviin su haznesi tamamen dolduruldu. Kat1 ve siv1 kiiltiirler tireme yoniinden

her giin kontrol edildi (Miles ve Nicholas 1998).

Modifiye Hayflick’s agarlar stereo mikroskop ile sahanda yumurta goriinimli
tipik koloniler yoniinden incelendi. Tipik kolonilerin gbzlendigi 6rnekler Mycoplasma
sp./ Acholeplasma sp. siipheli olarak degerlendirildi. Tek bir koloninin bulundugu agar
parcas1 0ze yardimiyla kesilerek alinip sivi besiyerine aktarildi. Kati besiyerine pasaj
icin agar blok yontemi kullanildi. Bu amagla bir koloninin bulundugu agar pargasi 6ze
yardimiyla kesildi, kati besiyerinin {izerine ters cevrilerek konuldu ve dikkatli bir
sekilde agarm yiizeyinde hareket ettirildi. Ureme goriilmeyen kat1 besiyerleri 14 giine

kadar inkiibe edildi.

Siv1 kiiltiirler tireme ve kontaminasyon yoniinden gozle kontrol edildi. Sivi
kiiltiirlerde hafif ve homojen bulaniklik mikoplazma {reme belirtisi olarak
degerlendirildi ve bu sekilde lireme tespit edilen sivi kiiltiirlerden pipet ile hem sivi
besiyerine [%10 (v/v) ekim orani] hem de kati besiyerine pasajlar yapildi. Sivi
kiltiirlerde yogun bulaniklik ve/veya dipte tortu seklinde iiremelerin gézlemlenmesi
kontaminasyon olarak degerlendirildi. Bu kiiltiirlerden 1 ml alinip 0,45 pm por ¢aph
steril membran filtreden siiziilerek 9 ml sivi besiyerine ve 1 damla kati besiyerine

pasajlandi.

S1v1 kiiltlirlerin inkiibasyonunda 5. giine kadar mikoplazma iireme belirtisi veya
kontaminasyon goriilmedigi durumunda sivi ve kati besiyerlerine kor pasaj yapildi.
Bunun i¢in lireme saptanmayan siipheli kiiltiirlerden pipet ile 1 ml alinarak 9 ml siv1
besiyerine ve 1 damla kat1 besiyerine pasaj yapildi. Eski siv1 kiiltiirler kor pasajlarin

yapildig1 yeni besiyerleri ile birlikte inkiibe edilip 14 giine kadar takip edildi. Ikinci ve
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daha sonraki pasajlara ait tiim kat1 ve sivi sub-kiiltiirler ilk ekimlerde oldugu gibi %5
COy’li ve yiiksek nemli ortamda 37 °C’de inkiibe edildi. Ureme olmayan sivi
kiltlirlerden ard arda yapilan 3 kor pasaji takiben de ilireme saptanmayan Ornekler

negatif olarak degerlendirildi.

Ureme belirtisi gézlenen sivi1 kiiltiirler agara pasajlanip tipik koloniler goriilerek
dogrulandiktan sonra molekiiler ¢alismalarda kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
Kat1 besiyerinde iireme saptandigi durumlarda ise koloniler sivi besiyerine pasajlanip

uretildikten sonra -20 °C’de saklandi.

Tiim standart mikoplazma suslar1 kati ve sivi modifiye Hayflick’s medium’a

ekilip 37 °C’de %5 COz’li ve yiiksek nemli kosullarda 3-5 giin inkiibe edilerek tiretildi.

3.2.2. Molekiiler Calismalar

3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu
Standart suslarin ve ¢alismada izole edilen Mycoplasma/ Acholeplasma siipheli

izolatlarin DNA ekstraksiyonu kii¢iik degisikliklerle kit protokoliine gore yapildi.

1- 1 ml mikoplazma kiiltiirii maksimum hizda 10 dakika santrifiij edildi, st

stvi atildi ve dipteki tortu 200 pl PBS ile tekrar sulandirildu.

2- Stispansiyona 200 pl Binding Buffer ve 40 ul Proteinaz K ilave edilerek
karistirildi ve 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3- Karisima 100 pl isopropanol eklendi.

4- Filtreli tiip, toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve yukarida hazirlanan
karisim filtreli tlip icerisine aktarildi. Tiipler 8000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Toplama tiipi atilarak filtreli tiip yeni bir toplama tiipiline
yerlestirildi.

o- Filtreli tiipe 500 pl Inhibitor Removal Buffer konularak 8000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii tekrar atilarak filtreli tiip yeni bir

toplama tiipiine yerlestirildi.

6- Yikama islemi i¢in filtreli tiipe 500 ul Wash Buffer konularak 8000 g’de
1 dakika santrifiij edildi. Wash Buffer ile yikama islemi ayni sekilde bir
kez daha tekrar edildi.
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7- Toplama tiipli tekrar atilarak filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi ve 10 saniye maksimum hizda santrifiij edildi. Toplama tiipii

atilarak filtreli tlip temiz bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

8- Filtreli tiipe 200 ul onceden 70°C’ye 1sitilmis Elution Buffer konularak
8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tlipiindeki DNA,
molekiiler ¢caligmalarda hedef DNA olarak kullanilmak tizere -20 °C’de

saklandi.

3.2.2.2.16S rDNA PCR ve Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi ile
Identifikasyon

Standart suslar ve ¢alismada izole edilen Mycoplasma/ Acholeplasma siipheli
izolatlara 16S rDNA PCR/DGGE uygulandi. Bu metot ile ilk asamada 16S rDNA
geninin yaklasik 200 bp’lik bir kism1 mikoplazma spesifik perimer ¢ifti ile ¢ogaltiimas,
ikinci agamada DNA amplifikasyonunu dogrulama amaciyla PCR {irlinlerinin agaroz jel
elektroforezi yapilmis, {iclincii asamada da denatiire edici gradient jel elektroforezi
teknigi yardimiyla birinci asamada elde edilen PCR iirlinliniin baz dizilerine gore
ayrilmasi saglanarak tiir seviyesinde identifikasyon gergeklestirilmistir. Bunun i¢in, her
bir izolatin DGGE bant profili, standart suslarin bant profilleri ile karsilastirilmistir
(McAuliffe ve ark. 2005).

DNA Amplifikasyonu

16S rDNA'nin PCR ile amplifikasyonu kiiciik degisikliklerle McAuliffe ve ark.
(2005)’1n yontemine gore yapildi.

Primerlerin 20 pmol/ul’lik soliisyonlarini hazirlamak igin forward primer 2330
ul ve reverse primer 4015 pl molekiiler grade su ile sulandirildi ve kullanilincaya kadar
-20 °C’de saklandi. Ekstrakte edilmis DNA’dan 5 pl, 45 pl reaksiyon karisimina (1x
PCR buffer, 3 mM MgCl,, 0,2 mM her bir dNTP'den, 0,5 uM her bir primerden ve 1U
Taq DNA polimeraz) ilave edildi ve PCR tiipleri thermal cycler’a yerlestirildi. 94 °C’de
5 dakika 6n denatiirasyonu takiben; 30 siklus olarak 95 °C’de 1 dakika, 56 °C’de 45
saniye, 72 °C’de 1 dakika amplifikasyon ve son olarak 72 °C’de 10 dakika son sentez

asamalar1 gerceklestirildi.
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Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyonun dogrulanmasi amaciyla 10 pl PCR {iriinii, 2 pl 6x yiikleme
soliisyonu ile karistirilarak agaroz jele yiiklendi. Ornekler, pozitif kontrol, negatif
kontrol ve DNA marker ile paralel olarak yiiriitildii. Jele 5 Volt/cm dogru akim
uygulanarak 1 saat elektroforeze tabi tutuldu. Agaroz jel UV transilliminatorde

incelendi ve goriintii dijital fotograf makinesiyle kaydedildi.

Elektroforez sonucunda pozitif kontrolde 240 bp spesifik bandin olusumu,
negatif kontrolde ise bandin olmamasi yapilan PCR testinin dogrulugunu gosterdi.
Elektroforez sonucunda 240 bp’lik bant elde edilerek amplifikasyonun gergeklestigi
dogrulanan PCR iiriinleri, DGGE ile test edildi.

Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi

Universal Mutation Detection System kullanilarak denatiire edici gradient (%30-
%60) iceren %10 polyacrylamide/bis (37,5:1) karisimi hazirlandi (%100 denatiire edici
karisim: 7 M iire ve %40 deiyonize formamid). Polimerizasyon %0,1 TEMED ve %0,1
amonyum persiilfat ile saglandi. Yiirlitme tamponu olarak 1x TAE buffer kullanildi.
Yiikleme soliisyonu (6x) ile karistirilan PCR {iriinlerinden 20 pl jele yiiklendi.
Polyacrylamide/bis jele 100 Volt dogru akim uygulanarak 60 °C'de 18 saat
elektroforeze tabi tutuldu. Jel 1x TAE buffer icinde 1x SYBR Gold ile 15 dakika
boyanarak UV transilliiminatdrde incelendi ve goriintii dijital fotograf makinesiyle
kaydedildi. Her bir izolat i¢in elde edilen DGGE bant profili standart suslar ile
Karsilastirilarak tiir bazinda identifikasyonlar1 gergeklestirildi (McAuliffe ve ark. 2005).

3.2.2.3. M. bovis Spesifik PCR
DNA Amplifikasyonu

Calismada izole edilen Mycoplasma/ Acholeplasma tiirlerine ve pozitif kontrol

olarak M. bovis standart susuna M. bovis spesifik PCR uygulandi.

Primerlerin 20 pmol/pl’lik soliisyonlarin1 hazirlamak icin forward primer 5315
ul ve reverse primer 4300 pl molekiiler grade su ile sulandirildi ve kullanilincaya kadar
-20 °C’de saklandi. 30 mM dATP, 30 mM dTTP, 15 mM dCTP ve 15 mM dGTP igeren
dNTP karisim1 hazirlamak i¢in 20 pl molekiiler grade suya 60 ul dATP, 60 ul dATP, 30
ul dCTP ve 30 pl dGTP ilave edilip karistirildi ve kullanilincaya kadar-20 °C’de
sakland1. Ekstrakte edilmis DNA’dan 5 pl, 45 pl reaksiyon karigimima (1x PCR buffer,
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1,5 mM MgCly, 0,3 mM dATP, 0,3 mM dTTP, 0,15 mM dCTP, 0,15 mM dGTP, 0,4
uM her bir primerden ve 2,5 U Taq DNA polimeraz) ilave edildi ve PCR tiipleri thermal
cycler’a yerlestirildi. 94 °C’de 2 dakika 6n denatiirasyonu takiben; 30 siklus olarak 94
°C’de 30 saniye, 49 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye amplifikasyon ve son olarak
72 °C’de 5 dakika son sentez agamalar1 gergeklestirildi (Marenda ve ark. 2005).

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz Jel Elektroforezi 16S rDNA PCR’da oldugu sekilde gerceklestirildi.
Elektroforez sonucunda pozitif kontrolde 265 bp spesifik bandin olusumu, negatif
kontrolde ise bandin olmamasi yapilan PCR testinin dogrulugunu gosterdi. Siipheli
izolatlarin pozitif olarak degerlendirilmesi 265 bp’lik DNA bandinin varligmma gore

yapildi.

3.2.3. Istatistiksel Analiz
M. bovis spesifik PCR sonuglart ile 16S rDNA PCR/DGGE sonuglari

karsilastirilarak 16S rDNA PCR/DGGE’nin M. bovis identifikasyonundaki relatif

spesifite ve relatif sensitivitesi hesaplandi (Dohoo ve ark. 2003).

Istatistiksel analizlere mezbahada toplanan &rneklerin alindigi hayvanlarinin
hepsinin erkek ve 1-2 yas arasinda olmasindan dolayi, sadece laboratuvara akciger
ornegi gonderilmis olan Mycoplasma spp. stipheli hayvanlar dahil edilmistir. Analizler
yapilirken cinsiyet ya da yas bilgileri toplanabilmis hayvanlar dahil edilerek; yas ve
cinsiyet ile Mycoplasma spp. izolasyonu arasindaki istatistiksel 6nem incelendi.
Analizler SPSS versiyon 13.0 (IBM, SPSS Inc, Chicago, IL) programi kullanilarak
Pearson’s Ki-kare testi ile gerceklestirildi (Ozdamar 1999).



40

4. BULGULAR

4.1. Kiiltiir

Pendik  Veteriner Kontrol Enstitiisi Mycoplasma Referans  Teshis
Laboratuvarina gelen pnomoni lezyonlu 137 sigir akcigerinin 100 (%72,99)iinden ve
mezbahadan toplanan pndmoni lezyonlu 63 akcigerin 6 (%9,52)’sindan Mycoplasma/
Acholeplasma siipheli koloniler izole edildi. Toplam olarak 200 pndmonili akcigerin
106 (%53,00)’sindan siipheli Mycoplasma/ Acholeplasma spp. izolasyonu yapildi (Sekil
4-1 ve 4-2).
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Sekil 4-1: Kati kiiltiirde mikoplazma siipheli koloniler

Sekil 4-2: Sivi kiiltiirler

1: Steril besiyeri, 2-5: M. bovis.

4.2. Molekiiler Calismalar

4.2.1. 16S rDNA PCR ve Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi
[k asama olan 16S rDNA PCR sonucunda toplam 106 izolatin tamaminda 240
bp’lik spesifik bant elde edilerek amplifikasyon dogrulandi (Sekil 4-3).

M 1 2 3 4 5 12 13 M bp

300

~ 240 bp —
200

100

Sekil 4-3: 16S rDNA PCR

M: marker, 1-11: 6rnekler, 12: pozitif kontrol (M. bovis), 13: negatif kontrol (su).
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PCR/DGGE ile identifikasyon sonucunda 100 adet M. bovis, 1 adet M. arginini,
1 adet A. laidlawii ve karigik kiiltiir halinde 4 adet M. bovis + M. arginini tespit edildi.
MmmSC ise tespit edilmedi (Sekil 4-4). Laboratuvara gelen ve mezbahadan alinan

akcigerlerden yapilan izolasyonlarin cinsiyete, yasa ve hayvanin geldigi ile gore oranlari

sirasiyla Tablo 4-1 ve 4-2°de verilmistir.

Sekil 4-4: PCR/DGGE

1: A laidlawii, 2: M. bovigenitalium, 3: MmmSC, 4: M. bovirhinis, 5: M. arginini, 6: M. alkalescens, 7: M. bovis, 8,
9: M. bovis pozitif 6rnekler, 10: A. laidlawii pozitif 6rnek.
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Tablo 4-1: Laboratuvara gelen orneklerden yapilan izolasyonlarin cinsiyete, yasa ve

hayvanin geldigi ile gore dagilimi

Pozitif (%)

Cinsiyet

il

Erkek (n=51)
Disi (n=45)

Bilgi edinilemedi (n=41)

TOPLAM (n=137)

0-1 ay (n=9)
1-3 ay (n=37)
3-6 ay (n=9)
6-12 ay (n=41)
1-2 yas (n=13)

Bilgi edinilemedi (n=28)

TOPLAM (n=137)

Balikesir (n=50)
Istanbul (n= 25)
Kocaeli (n=12)
Edirne (n=11)
Canakkale (n=9)
Bursa (n=5)
Sakarya (n=5)
Kirklareli (n=4)
Adana (n=3)
Konya (n=3)
Tekirdag (n=3)
Kars (n=2)
Sivas (n=2)
Aydin (n=1)
Van (n=1)
Yalova (n=1)
TOPLAM (n=137)

39 (%76,5)
31 (%68,9)
30 (%73,2)
100 (%73,0)

6 (%666,7)
30 (%81,1)
7 (%77,8)
30 (%73,2)
8 (%61,5)
19 (%67,9)
100 (%73,0)

42 (%84,0)
13(%52,0)
9 (%75,0)
7 (%63,6)
8 (%88,9)
4 (%80,0)
3 (%60,0)
3 (%75,0)
3 (%100,0)
1 (%33,3)
2 (%66,7)
2 (%100,0)
1 (%50,0)
1 (%100,0)
1 (%100,0)

0 (%0,0)

100 (%73,0)
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Tablo 4-2: Mezbahadan alinan o6rneklerden yapilan izolasyonlarin cinsiyete, yasa ve
hayvanin geldigi ile gore dagilimi

Pozitif (%)
Cinsiyet Erkek (n=63) 6 (%9,52)
Disi (n=0) -
TOPLAM (n=63) 6 (%9,52)
Yas 0-1 yas (n=0) -
1-2 yas (n=63) 6 (%9,52)
TOPLAM (n=63) 6 (%9,52)
il Istanbul (n= 13) 1 (%7,7)
Kocaeli (n=27) 2 (%7,4)
Sakarya (n=23) 3 (%13,0)
TOPLAM (n=63) 6 (%9,52)

Saptanan tiirlerin sayilari ve tiim izolatlara oranlar1 Tablo 4-3’te, tiirlerin

pnomonili akcigerlerde bulunma oranlar1 Tablo 4-4’te yer almaktadir.

Tablo 4-3: Saptanan tiirlerin sayilari ve tiim izolatlara oranlar:

M. bovis +

MateryaJin M. bovis M. arginini A. laidlawii M. arginini TOPLAM
Kaynag
n % n % n % n % n %
Laboratuvara 94 94,00 1 1,00 1 1,00 4 4,00 100 100,00
gelen
Mezbaha 6 100,00 0 0 0 0 0 0 6 100,00
TOPLAM 100 94,34 1 0,94 1 0,94 4 3,77 106 99,99
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Tablo 4-4: Tiirlerin pnémonili akcigerlerde bulunma oranlar:

Materyalin M. bovis M. arginini A. laidlawii M. bovis+ M.  TOPLAM
Kaynag (%) (%) (%) arginini (%) (%)
Laboratuvara 68,61 0,73 0,73 2,92 72,99
gelen
(n=137)
Mezbaha 9,52 0 0 0 9,52
(n=63)
TOPLAM 50,00 0,50 0,50 2,00 53,00
(n=200)

4.2.2. M. bovis Spesifik PCR

Laboratuvara gelen akcigerlere ait 100 izolatin 98 (%98,00)’i, mezbahadan
toplanan akcigerlere ait 6 izolatin 6 (%100,00) ’s1, toplamda ise 106 izolatin 104
(%98,11)’ii M. bovis spesifik PCR ile pozitif bulundu (Sekil 4-5).

300
200
100

Sekil 4-5: M. bovis spesifik PCR

M: marker, 1, 2: negatif 6rnekler, 3: pozitif 6rnek 4: negatif kontrol (su) 5: pozitif kontrol (M. bovis).

4.3. Istatistiksel Analiz
16S rDNA PCR/DGGE’nin M. bovis identifikasyonunda relatif spesifitesi

%100, relatif sensitivitesi %100 olarak hesaplandi.

Klinik 6rneklerde yas ile infeksiyon arasinda istatistiksel olarak onemli bir
iliskinin olmadigi (p>0,05) belirlendi. Yine klinik 6rneklerde cinsiyet ile infeksiyon

arasindaki iligkinin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu (p>0,05) saptandi.
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5. TARTISMA

Mikoplazmalar pek c¢ok hayvan tiirlinde, farkli organ ve sistemlerinde
hastaliklara neden olur. Pnémoni, mastit, artrit, keratokonjuktivit, otit ve infertilite
bunlardan bazilar1 olup hastalik yaptiklart dokularda ve viicut sivilarinda patojen
mikoplazmalarin yani1 sira bazen kommensal olan tiirler de bulunmaktadir (Tully ve
Razin 1996). Mikoplazmalarin spesifik olarak saptanmasi, giiniimiizde kullanilan
mevcut tekniklerdeki yetersizlikler nedeniyle giictiir. Tanida karsilasilan en temel
sorunlar, etkenlerin olduk¢a nazli ve yavas {iremeleri, identifikasyon amaciyla
kullanilan testlerin uzun zaman almasi, serolojik testlerin non-spesifik ve diisiik
duyarlilikli olmalaridir (Miles ve Nicholas 1998; Tardy ve ark. 2009). Mikoplazmalarin
identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal test teknikleri, hiicre duvarli bakteriler i¢in
kullanilanlardan farklidir. identifikasyon amaciyla yapilan biyokimyasal testler hem ¢ok
fazla ig giici gerektirmekte hem de 2-3 hafta gibi uzun bir siirede sonuglanmaktadir
(Aluotto ve ark. 1970). Bunun yaninda, tiirlerin degisken biyokimyasal karakterleri
nedeniyle, sonuclarin, baska bir identifikasyon teknigi ile dogrulanmasi gerekebilir.
Identifikasyon amaciyla kullanilan diger yontem immunolojik testlerdir ki bunun igin de
test edilecek her bir tiir i¢cin ayr1 hiperimmun serum gerekmekte ve c¢apraz

reaksiyonlarla karsilagilabilmektedir (Miles ve Nicholas 1998; Nicholas ve ark. 2008).

Bu giicliiklerin iistesinden gelmek icin son yillarda pek ¢ok tiir spesifik PCR
yontemleri gelistirilmistir. Ancak, 100’{in ¢ok iizerinde mikoplazma tiiriiniin bulunmasi
nedeniyle hepsini tanimlayabilecek PCR testi bulunmamaktadir (Nicholas ve ark. 2008).
Mevcut teshis tekniklerindeki sorunlar1 asarak tanida daha etkili sonuglar elde
edebilmek i¢in son yillarda 16S rDNA PCR/DGGE teknigi gelistirilmistir (McAuliffe
ve ark. 2005). Bu tez calismasinda da kullanilmig olan PCR/DGGE yo6ntemi, kiiltiirlerin
tek bir test ile 2-3 giinde identifikasyonuna olanak vermektedir. DGGE, mikrobiyel
ekolojide ¢esitlilik analizlerinde yaygin olarak kullanilan bir molekiiler parmak izi
yontemidir (Muyzer 1999). Teorik olarak DNA’daki tek baz mutasyonlarini tespit
edebilecek hassasiyettedir (Cotton ve ark. 1999). Bu ¢alismada kullanilan 16S rDNA
PCR/DGGE metodu mikoplazma teshisinde kullanilan geleneksel yontemlere gore
onemli avantajlara sahip oldugu vurgulanmaktadir (Nicholas ve ark. 2008). Bu

avantajlardan biri, yakin iliskili olmalar1 nedeniyle konvansiyonel bakteriyolojik
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yontemlerle ve serolojik olarak ayirt edilmeleri zor olan tiirleri basarili bir sekilde ayirt
edebilmesidir (McAuliffe ve ark. 2005). Ornegin, bu ¢alismada da yiiksek oranda
saptanmis olan M. bovis; kiiltiir, serolojik testler ve hatta bazi PCR teknikleriyle M.
agalactiae ile karigabilmektedir (McAuliffe ve ark. 2005). Chavez Gonzalez ve ark.
(1995) M. bovis’in molekiiler teshisi i¢in gelistirdikleri PCR’in, test ettikleri M.
agalactiae suglan ile ¢apraz reaksiyon verdigini bildirmiglerdir. Teknigin bir diger
avantaji, genel mikoplazma primerleri kullanildig1 i¢in bilinmeyen ve bir konak icin

yeni mikoplazma tiirlerini de tespit etme potansiyeline sahip olmasidir (Nicholas ve ark.
2008).

Ulkemizde MmmSC’nin varligmni arastiran ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Erdag ve
Tiirkaslan (1994), Tirkiye’nin degisik bolgelerinden gelen 750 kan serumunu CFT ve
agar jel diflizyon testi ile incelenmis ve hicbir serumda pozitiflik saptamamislardir.
Erdenlig ve ark. (2009), CBPP tanisi igin laboratuvara gonderilen 253 kan serumu
ornegini serolojik olarak incelenmis ve pozitiflik saptamamislardir. Hastaliga iliskin
tilkemizde yapilan en kapsamli ¢alismada, Cetinkaya ve ark. (2003) tarafindan Dogu
Anadolu’daki dort farkli mezbahaya kesim i¢in gelen 945 hayvan incelenmistir. CFT ve
cELISA ile sirasiyla 2 ve 4 serum Ornegi pozitif olarak bulunurken pnémonili oldugu
gozlenip bakteriyolojik olarak incelenen 62 adet akciger 6rneginden MmmSC izole
edilmemistir. Ulgen ve ark. (1996), Bursa ilinden gelen akcigerlerde Kkiiltiir ile
MmmSC’yi izole etmislerdir. OIE’nin veri tabaninda (WAHIS) yer alan bilgilere gore,
Tiirkiye tarafindan CBPP’nin durumuna iliskin resmi veri OIE’ye sunulmamis
oldugundan iilkemizde hastalik durumu belirsiz olarak kabul edilmektedir (OIE 2013c).
Hastaliktan ariligin OIE tarafindan onaylanmasi i¢in siirveyans yapilmasi zorunlulugu
bulunmaktadir (OIE 2013c). infeksiyonun canli hayvanlarda saptanmasi igin mevcut
teshis yontemlerinin yetersiz kalmasi nedeniyle mezbaha siirveyanst CBPP i¢in en
duyarli siirveyans yontemi olarak kabul edilmektedir (Cetinkaya ve ark. 2003). OIE
tarafindan da hastaliktan ariligin deklarasyonu icin {iilkelere mezbaha siirveyansi
onerilmektedir (OIE 2013c). Bu calismada 63’ii mezbaha Ornegi olmak tizere 200
pnoémonili akciger incelendi ve higbir 6rnekte MmmSC tespit edilmedi. Ancak,

tilkemizin arilik durumu halen resmi olarak agikliga kavusmus degildir.

Bu ¢alismada Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisit Mycoplasma Referans Teshis

Laboratuvarma gonderilen pndmoni lezyonlu 137 sigir akcigerinin 100 (%72,99)’linden
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mikoplazma izole edildi. PCR/DGGE ile bunlarin 94’ M. bovis, 1’i M. arginini, 1’1 A.
laidlawii ve 4’4 M. bovis + M. arginini olarak identifiye edildi. Mezbahadan toplanan
63 akciger Orneginin ise 6 (%9,52)’sindan mikoplazma izole edildi ve izolatlarin
tamami1 M. bovis olarak identifiye edildi. M. bovis izolasyon oraninin laboratuvara
getirilen akcigerlerde mezbahadan alinanlara goére daha yiiksek olmasi, 6rneklerin siirii
problemi olusturan, tedaviye iyi yanit vermeyen direkt mikoplazma siipheli olgularin
gorildiigli hayvanlara ait akcigerler olmasi ve akcigerlerin ¢ogunlukla siddetli
pnomonik lezyon igermesiyle agiklanabilir. Viral etkenlere karsi asilamalarla kontrol
altina alinamayan, zaman igerisinde prognozu iyiye gitmeyen ve yogun antibiyotik
tedavisine ragmen inatgilik gosteren vakalar muhtemel mikoplazma vakalar1 olarak
tanimlanir ki bu ¢alismada laboratuvara gonderilen 6rneklerde de bu tip klinik bulgular
gbozlemlenmekteydi. Mezbahadan alinan akcigerlerdeki nispeten diisiik gergeklesen
izolasyon oraninin ise bu akcigerlerin klinik semptom gostermeyen sigirlara ait olmasi
ve ancak mezbahada Ornek toplama esnasinda fark edilen hafif vakalar olmasindan
kaynaklandig1 diistinilmektedir. Nitekim mezbahadan toplanan akcigerlerin neredeyse

tamaminin hafif lezyonlu olduklar1 gézlenmistir.

Yurt disinda yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada da klinik orneklerde M. bovis
degisik oranlarda tespit edilmistir. Arcangioli ve ark. (2008)’m Fransa’da
gerceklestirdigi ¢alismada sigirlarin solunum sisteminden %80 oraninda M. bovis izole
edilmistir. Thomas ve ark. (2002a) Belgika’da klinik bulgu gésteren sigirlarin solunum
sistemine ait orneklerinden %31,5 oraninda, Ayling ve ark. (2004) Ingiltere’de
laboratuvara gonderilen klinik 6rneklerde %52 oraninda, Blackburn ve ark. (2007)
Kuzey Irlanda’da pndmonili buzag akcigerlerinde %21,2 oraninda M. bovis tespit
etmislerdir. Ulkemizde, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Mycoplasma Referans
Teshis Laboratuvarina gonderilen pnémonili akcigerlerde yiiksek M. bovis izolasyon
orani daha dnce de rapor edilmistir. Ozdemir ve ark.’in 2009 yilinda gergeklestirdigi
calismada tilkemizin degisik bolgelerinden gelen 43 buzagiya ait pnomonili akcigerler
bakteriyolojik olarak incelenmis ve tamamindan (%100) M. bovis izole edilmistir
(Ozdemir ve ark. 2009). Yine aymi laboratuvara gelen materyaller kullanilarak yapilan
baska bir ¢alismada 75 akciger orneginin 31 (%41,3)’inden M. bovis izole edilmistir
(Ozdemir ve Tiirky1lmaz 2008). Ulkemizde klinik &rnekler kullanilarak gerceklestirilen
iki ¢alismada ise M. bovis goreceli olarak diisiik oranda saptanmistir. Karahan ve ark.

(2010) Dogu Anadolu Bolgesinde klinik bulgu gosteren 54 sigirdan alinan solunum
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sistemi Orneklerinin 15 (%27,8)’inden M. bovis izole etmislerdir. Akan ve ark. (2014)
ise Tiirkiye’nin genelinden gelen solunum sistemi hastalig1 belirtileri gosteren sigirlara
ait 127 trakeal svabin 16 (%12,6)’sinda direkt PCR ile M. bovis saptamislardir. Ancak,
sOz konusu caligmada ayn1 hayvanlara ait serumlarin 45 (%35,4)’i ELISA ile M. bovis
pozitif bulunmustur. Giinimiizde M. bovis’in tiim diinyadaki sigirlarda bulundugu
bilinmektedir (Nicholas ve Ayling 2003). Daha 6nceki yillarda yapilan ¢aligmalar ve
son olarak bu tez calismasi ile elde edilen sonuglarin 1s1ginda M. bovis’in gerek
Marmara Bolgesinde gerekse Tiirkiye genelindeki sigirlarin solunum sistemlerinde

yaygin olarak bulundugu ortaya konulmustur.

Yabanci kaynaklara bakildiginda, mezbaha 6rneklerinde M. bovis’in arastirildigi
calisma sayis1 daha sinirhdir. Radaelli ve ark. (2008) Italya’da mezbahadan toplanan
pnomonili akcigerlerinin %14’{inde bakteriyolojik olarak M. bovis tespit etmislerdir.
Ahmad ve ark. (2014) Pakistan’daki mezbahalardan alinan sigir akcigerleri ile
gerceklestirdikleri ¢alismada %9 oraninda M. bovis saptamislardir. Genel olarak
incelendiginde yabanci iilkelerdeki c¢aligmalarda da mezbaha kaynakli O6rneklerdeki
izolasyon oranlarinin, bu tez calismasindaki bulgular1 destekler sekilde klinik
orneklerdeki oranlardan daha diisik oldugu dikkati g¢ekmektedir. Ulkemizde
mezbahadan toplanan akciger ornekleri ile yapilan arasgtirmalarda Mycoplasma sp.
%12,9 - %25,7 arasinda ve M. bovis %1,6 - %25,0 oranlar1 arasinda saptanmistir. Kars
ilindeki mezbahalardan 2005-2007 yillar1 arasinda alinan pnomonili akcigerlerden
(n=100) hi¢ mikoplazma izolasyonu yapilamazken direkt PCR ile Mycoplasma sp. orani
%19 ve M. bovis oran1 %4 olarak bulunmustur (Ozen ve ark. 2009). Ulkemizin Dogu
bolgelerinde yer alan 4 mezbahadan toplanan pndmoni lezyonlu 62 akcigerin
bakteriyolojik olarak incelendigi bir bagka ¢alismada 8 (%12,9) mikoplazma izolasyonu
yapilmis ve bunlardan 1 (%1,6)’i M. bovis olarak identifiye edilmistir (Cetinkaya ve
ark. 2003). Onat (2011) tarafindan, cogu Bursa ve cevresindeki mezbahalardan olmak
tizere, toplanan 152 pnomonili akcigerlerde Mycoplasma sp. %25,7 ve M. bovis %25,0
oranlarinda izole edilmistir. Bu son c¢alismada, mezbaha Orneklerinden mikoplazma
tiirlerinin arastirildigi 6nceki caligmalardan farkli olarak, hiicre duvarli bakteriler i¢in de
ekim yapilmig ve M. bovis izole edilen akcigerlerin %21’inden ayni zamanda diger
bakteriyel pndmoni etkenleri de izole edilmistir. Onat’in ¢alismasindaki mikoplazma
izolasyon oranmin diger bakteriyel etkenlerle predispozisyon nedeniyle artmis

olabilecegi diisliniilmektedir.
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Sigirlarda M. bovis pndmonileri buzagilar ve yash yetiskinler dahil her yasta
goriilmektedir (Maunsell ve ark. 2011). Ancak arastiricilar yas ile infeksiyona direncin
arttigini, o nedenle buzagilarda hastalia daha sik rastlanildigin1 da vurgulamaktadir
(Maunsell ve Donovan 2009). Bu ¢alismada da klinik 6rnekler ve mezbaha 6rnekleri
birlikte degerlendirildiginde literatiirdeki verilerle uygun olarak etken 1 yasa kadar olan
hayvanlarin %76,0’inda, 1 yastan biiyiik erigkinlerin ise %18,4’linde tespit edilmistir.
Mycoplasma spp. siiphesi ile laboratuvara gonderilen Ornekler g6z Oniinde
bulunduruldugunda yas gruplar1 arasinda istatistiksel olarak ©Onemli bir farkin

bulunmadig: (p>0,05) saptanmustir.

Maunsell ve Donovan (2009) semptomlarin tipik olarak dogumdan 2 hafta
sonra goriilmeye baslandigimi bildirmistir. Ancak Stipkovits ve ark. (1992), 4 giine
kadar yastaki hayvanlarda hastaligi rapor etmistir. Bu tez ¢alismasinda da 0-1 aylik
hayvanlarda %66,7 gibi yiiksek bir oranda infeksiyon saptanmustir.

Aragstiricilar, sigirlarin M. bovis’e bagli solunum sistemi infeksiyonunun genel
olarak hem disi hem de erkek hayvanlarin hastaligi oldugunu bildirmektedir (Maunsell
ve ark. 2011). Ayrica White ve ark. (2010), M. bovis izolasyon oranlari agisindan
cinsiyetler arasi fark bulunmadigini ortaya koymustur. Bu tez ¢alismasinda ise disi
hayvanlarda %68,9 oraninda M. bovis saptanirken erkeklerde oran %39,5 olarak
bulunmustur. Ancak diisiik M. bovis izolasyon oranina (%9,52) sahip mezbahadan
alinan hayvanlarin tamaminin erkek olmasi ¢alisma genelinde erkeklerdeki M. bovis
prevalansim1  diislirmektedir. Yalnizca klinik Ornekler degerlendirildiginde disi
hayvanlardaki oran (%68,9) ile erkeklerdeki oran (%76,5) daha onceki calismayi
destekler sekilde uyumludur ve istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

Evcil hayvanlarda mikoplazmalarin bulagsma ve yayilmasiyla ilgili pek cok
calisma bulunsa da infeksiyonlarin epidemiyolojik durumunu (prevalans/insidans)
yansitan ¢alismalar ya hi¢ yoktur ya da az sayida bolge i¢in mevcuttur. Bunun sebebi
kismen teshislerinin uzun silirmesi kismen de mevcut testlerin spesifite ve sensitivite
acisindan kisithliklaridir. Spesifik PCR testleri de sadece bir tiirli tespit ettigi igin,
inceleme Orneklerinde bulunmasi olasi tiim tiirler icin ¢cok sayida PCR testi yapilmasi
gerekmektedir ki bu durum pratikte uygulanmasi ¢ok zordur. Bu nedenlerle, belli bir

hayvan tiiriinde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, genellikle mindr ve istisnai tiirler
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gdz ard1 edilerek en 6nemli bir veya birkag tiir {izerinde yapilmaktadir. Ornegin, bu
calismanin da konusunu olugturan sigir solunum sistemi mikoplazmalan ile ilgili
calismalar ¢ogunlukla sadece M. bovis ve MmmSC tespitine yonelik tasarlanmakta, M.
bovigenitalium, M. bovirhinis, M. californicum, M. canadense, M. leachii ve
digerlerinin olas1 varliklart goz ardi edilmektedir (Schnee ve ark. 2012). Son yillardaki
bilimsel c¢aligmalar (Pitcher ve Nicholas 2005) mikoplazma konak spesifitesinin
zannedildigi kadar siki olmadigini ve arastirmalarin daha kapsamli tasarlanmasinin
gerektigini gostermistir. Bu ¢alismada da PCR/DGGE yontemi ile laboratuvara
gonderilen 137 6rnegin 5’inden M. arginini (4’tinde M. bovis ile birlikte) ve 1’inden A.

laidlawii izole edilmistir.

M. arginini ve A. laidlawii dogada yaygin olarak bulunan ve pek ¢ok hayvan
tirtiniin ¢ok ¢esitli dokularindan izole edilen tiirlerdir (Krieg ve ark. 2010). Genel
olarak apatojen kabul edilen bu tiirlerin laboratuvar tanisi agisindan onemi, karisik
kiiltiirlerde daha hizli iireyerek patojen tiiriin saptanmasini zorlastirmalaridir (McAuliffe
ve ark. 2005). Karisik mikoplazma kiiltiirlerinin klasik bakteriyolojik yontemlerle
saptanmasi, mikoplazma kolonilerinin tiirler arasinda diger bakterilerde oldugu gibi
belirgin morfolojik farklilik gostermemesi ve identifikasyon i¢in saf kiiltiir elde etmek
amaciyla genellikle tek bir koloninin se¢ilmesi nedeniyle zordur. Ayrica nispeten hizli
tireyen tiir digerini baskilayabilmektedir (McAuliffe ve ark. 2005). Son yillarda yapilan
farkli caligmalarda cesitli oranlarda ¢oklu infeksiyon bildirilmistir. Schnee ve ark.
(2012) 60 saha oOrnegi ile gerceklestirdikleri c¢aligmada; mikoplazmalar igin
gelistirdiklert DNA mikrocip testi ile drneklerin 21 (%35)’ inde, PCR/DGGE testi ile
orneklerin 9 (%15)’unda ¢oklu mikoplazma tiirii tespit etmislerdir. Chazel ve ark.
(2010), 2003-2008 yillar1 arasinda Fransa’da sigirlardan bakteriyolojik olarak izole
edilen 1061 mikoplazmanin %12’sinin karisik mikoplazma kiiltiirii halinde oldugunu
bildirmislerdir. S6z konusu ¢alismada M. bovis baslica M. bovirhinis ve M. arginini ile
miks infeksiyon halinde tespit edilmistir. Mcauliffe ve ark. (2005) saha 6rneklerinden
PCR/DGGE testi ile M. bovirhinis + M. alkalescens, M. ovipneumoniae + M. arginini,
M. ovipneumoniae + M. conjunctivae ve M. conjunctivae + M. arginini’yi i¢eren ¢oklu
infeksiyonlar saptamiglardir. Akwuobu ve ark. (2014), Nijerya’da gerceklestirdikleri
caligmalarinda 131 saha izolatint PCR/DGGE ile identifiye etmis ve 4 (%3,1) kiiltiirde
birden fazla mikoplazma tespit etmislerdir. Goriildiigii gibi son yillarda gelistirilen

PCR/DGGE gibi jenerik molekiiler yontemler sayesinde, ge¢miste diisiik oranda
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saptanan karisik mikoplazma kiiltiirlerinin saptanma oranlarinda da artiglar olmustur.
Bu ¢aligmada ise daha Onceki ¢alismalara paralel olarak PCR/DGGE ile 4 M. bovis
izolatimn M. arginini ile karisik oldugu saptanmustir. Coklu mikoplazma
infeksiyonlarinin artan oranda tespiti, 6rneklerde birden fazla mikoplazmanin varliginin
nadir bir olay olmadigimi gostermektedir. Yeni farkedilen bu durumun tedavi ve
korunmaya etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in yeni c¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Bu ¢alismada toplam 200 pnémonili akcigerden yapilan 104 M. bovis (%52,00)
izolasyonu iilkemizde ve 6zellikle Marmara Bolgesinde sigirlarda M. bovis’in yaygin
bir sekilde bulundugunu goéstermektedir. Sigirlarda pndmoni vakalarinda ¢ogunlukla
akla gelmeyen bu etkenin rutin bakteriyolojik testlerle birlikte laboratuvar muayenesine
dahil edilmesinin uygun olacagi diisiiniilmektedir. Zira M. bovis’in de dahil oldugu ya
da tek bagina sorumlu oldugu pnémonilerde, BRD tedavisinde yaygin olarak kullanilan
penisilin ve sefalosporin grubu antibiyotikler etkisiz olacaktir. Ayrica bu g¢alisma ile;
izole edilen 106 mikoplazma tiiriiniin hepsinin identifikasyonu PCR/DGGE ile basarili
bir sekilde gergeklestirilmis ve teknigin M. bovis identifikasyonunda relatif spesifitesi
(%100) ve relatif sensitivitesinin (%100) yiiksek oldugu ortaya konulmustur.
PCR/DGGE’nin veteriner teshis laboratuvarlarinda sigir akcigerinden izole edilen
mikoplazmalarin hizli ve dogru teshisinde rutin kullanim i¢in uygun oldugu sonucuna

varilmistir.
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Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis. Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi 2003
Lisans
Lise Ankara Laborant Meslek Lisesi 1997

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

|G6revi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Veteriner Hekim Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii 2003-halen
2. Laborant Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii 1998-2003
3. -
Yabana |Okudugunu . « | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilizce |iyi iyi 79
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
LES Puam 57,147 59,159 61,170
(Diger) Puam
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Yaynlar:

Ozdemir, U., Turkyilmaz, M.A. (2005): Microbiological and serological studies on
strains of Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae isolated from the outbreaks
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of contagious caprine pleuropneumonia. The Journal of Pendik Veterinary
Microbiology. 36(1-2) 47-51

Ozdemir, U., Churward, C., Turkyilmaz, M.A. and Nicholas, R.A.J. (2006): Contagious
caprine pleuropneumonia: a New Disease Threat to Europe. IOM 16th International
Congress, 9-14 July, Cambridge, UK.

Atesoglu, A., Alp, H.G., Tung, S., Baklan, A. ve Tiirkyllmaz, M.A. (2006): Yavru
Alabalik oliimlerinde bakteriyel ve paraziter etkenlerin rolii. VII. Ulusal Veteriner
Mikrobiyoloji Kongresi. 27-28 Eyliil, Side, Antalya, Tirkiye.

Ozdemir, U., Turkyilmaz, M.A., Nicholas, R.A.J. (2007): Contagious Caprine
Pleuropneumonia (CCPP) in Turkey and New Outbreaks in Thrace. 15th International
Congress of Mediterranean Federation for Health and Production of Ruminants, 15-19
May, Kusadasi, Turkey.

Ozdemir, U. ve Tiirkyllmaz, M.A. (2008): Buzagilarda énemli pnomoni etkenlerinden
Mycoplasma bovis’in izolasyonu ve idenifikasyonu. VIII. Ulusal Veteriner
Mikrobiyoloji Kongresi. 7-9 Ekim, Van, Tirkiye.

Dakman, A., Giinaydm, E., Tiirkyilmaz, M.A., Giileg, M., Cosar, M., Ozdemir, U.
(2009): Mycoplasma infections detected in breeder holdings. The Journal of Etlik
Veterinary Microbiology. 20(1-2) 27-34.

Ozdemir, U., Evans, D., Turkyilmaz, M.A., Atesoglu, A. and Nicholas, R.A.J. (2009):
Isolation of Mycoplasma bovis and other respiratory disease pathogens from acute and
chronic pneumonic lung samples in a calf rearing unit in Turkey. The Congress of
Mycoplasmology: A Review of Developments Over the Last Decade, 10-12th June,
Gran Canaria, Canary Islands, Spain.

Manso-Silvan, L., Dupuy, V., Peyraud, A., Lysnyansky, 1., Ozdemir, U., Turkyilmaz,
M.A. and Thiaucourt, F. (2010): Multi-locus sequence typing for phylogeny and fine
typing of Mycoplasma agalactiae strains. 18th meeting of the International
Organization for Mycoplasmology, 11-16th July, Chianciano Terme, Siena, Italy.

Sertifikalar:

“The Diagnosis of Infections Caused by Mycoplasmas Using Classical Techniques and
PCR” Pendik Veterinary Control and Research Institute, Istanbul (5 giin).

“EN ISO/IEC 17025:2000, Acreditation of Laboratories” Pendik Veterinary Control
and Research Institute, Istanbul (2 giin).

“Epidemiology and diagnosis of CBPP, CCPP and CA” Friedrich Loeffler Institute,
Jena, Germany (28 giin).

“Molecular Diagnostic Tools” Pendik Veterinary Control and Research Institute,
Istanbul, (European Inco-Dev Project on “Evaluation and Improvement of Integrated
Livestock Disease Control Measures through Distribution of Molecular Diagnostic
Tools, Evaluation of Disease Situation, Training and Capacity Building in Asia”), (5
giin).

“Good Laboratory Practice” Pendik Veterinary Control and Research Institute, Istanbul,
(Turkey - Slovakia Twinning Poject TR/2004/1B/EC/06), (10 is giinii).

“Good Laboratory Practice for Principle Investigators” Refik Saydam Hygiene Center,
Ankara, (Turkey - Slovakia Twinning Poject TR/2004/IB/EC/06), (10 is giinii).
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“Regional Training Course on Rapid Diagnosis of Avian Influenza”Federal Centre for
Animal Health, Vladimir, the Russian Federation, (Joint FAO/IAEA Programme;
ConFluTech), (10 is giinti).

“TS EN ISO 19011 Guidelines for auditing management systems”, Gida Giiveligi ve
Hijyeni Akademisi, Istanbul, (2 giin).

“Use of experimental animals” Pendik Veterinary Control Institute, Istanbul, (10 giin).
“Veterinary medicinal products” Research Center Borstel, Germany, (6 ay).
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